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AA... SECTION 



<^ (57) Abstract: The invention relates to DNA enzymes of type 10-23, which are particularly stable as a result of modifications to 
particular nucleotides in the core sequence and furthermore have an essentially similar or improved cleaving efficiency for the sub- 

^ strate thereof, relative to the unmodified DNA enzyme. The invention further relates to host cells, containing said DNA enzymes. A 
medicament is also prepared which contains said DNA enzymes or said host cells. The DNA enzyme and further inventions are par- 
ticularly targeted at the vanilloid receptor 1 (VRl) or picoma viruses. Small interference RNA molecules (siRNA) are also disclosed, 

Otai^eted at VRl and the host cells containing the siRNA. The siRNA and corresponding host cells are suitable as medicaments or for 
the production of medicaments, in particular for the treatment of pain and other disease states associated with VRl. 

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite] 
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VeroITentlicht: 

— ohne intemationalen Recherchenbericht und emeut zu ver- 
offentiichen nach Erhalt des Berichts 



Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab- 
kiinungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe der 
per -Gazette verwiesen. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft DNA-Enzyme vom Typ 10-23, die durch Modifizierung bestimmter 
NukJeotide in der Kemsequenz besonders stabil sind und dariiber hinaus im wesentlichen die gleiche oder eine hdhere Spalteffi- 
zienz gegentiber ihrem Substrat aufweisen, wie die entsprechenden nicht-modifizierten DNA-Enzyme. Weiteie Gegenstande der 
vorliegenden Anmeldung betreffen Wirtszellen, welche die erfindungsgemaBen DNA-Enzyme enthalten. Dariiber hinaus wird ein 
Arzneimittel bereitgestellt, welches die erfindungsgemaBen DNA-Enzyme bzw. Wirtszellen enthalten. Die DNA-Enzyme und wei- 
teren Gegenstande sind insbesondere gegen den Vanilloid-Rezeptor 1 (VRl) bzw. Picomaviren gerichtet Weitere Gegenstande der 
vorliegenden Erfindung sind kleine Inteiferenz-RNA-Molekiile (siRNA), die gegen VRl gerichtet sind, und die siRNA enthaJtende 
Wirtszellen. Die siRNA und entsprechende Wirtszellen eignen sich als Arzneimittel bzw. zur Herstellung von Arzneimittel n, insbe- 
sondere zur Behandlung von Schmerzen und anderen mit VRl zusammenhMngenden krankhaften Zustanden. 
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Anmelder: 
Gxiinenthal GmbH 



Wirksame und stabile DNA-Enzyme 



Die vorliegende Erfindung betrifft DNA-Enzyme vom Typ 10-23, die durich Modlfi- 
zierung bestimmter Nukieotide in der Kemsequenz besonders stabil sind und dar- 
uber hinaus im wesentlichen die gleiche oder eine hdhere Spalteffizienz gegen- 

15 iiber ilirem Substrat aulweisen, wie die entsprechenden niclit-modifizierten DIMA- 
Enzyme. Weitere Gegenstande der voriiegenden Anmeidung betreffen Wirtszel- 
len, welciie die erfindungsgemSaen DNA-Enzyme ehthalten. Daruber hinaus wind 
ein Arzneimittel bereitgesteiit, welciies die erfindungsgemafien DNA-Enzyme 
bzw. Wirtszellen enthaiten. Die DNA-Enzyme und weiteren Gegenstande sind 

20 insbesondere gegen den Vanilloid-Rezeptor 1 (VR1 ) bzw. Picomaviren gerichtet 
Weitere Gegenstande der voriiegenden Erfindung sind Ideine Interferenz-RNA- 
IVIolelcule (siRNA), die gegen VR1 gerichtet sind, und die siRIMA enthaltende 
Wirtszelien. Die siRNA und entsprechende Wirtszellen eignen sich ais Aizneimit- 
tel bzw. zur IHerstellung von Arzneimittein, insbesondere zur Behandiung von 

25 Schmerzen und anderen mit VR1 zusammenhangenden lo^ankhaften Zustanden. 

RNA-spaltende DNA-Enzyme wurden ausgehend von Hammerhead-Ribozymen 
durch in vitro Selektionsexperimente entlckelt. Im Vergleich zu RNA-Spezies sind 
DNA-Enzyme leichter herzusteilen. und sie sind, insbesondere in biologischen 
30 Geweben. stabiler. Das im Stand der Technik bekannte DNA-Enzym mit der grol^ 
ten Spalteffizienz und der flexibelsten Substraterkennung ist das sogenannte 
DNA-Enzym vom Typ "10-23" (Santoix) und Joice (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 94: 4262-4266). Das DNA-Enzym vom Typ 10-23 enthatt eine katalytische 
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Domane (Kemsequenz) von 15 Nukleotiden, welche von zwei Substraterken- 
nungsdomanen oder -armen, die jeweils 7-10 Nukleotide umfassen, flankiert wird 
(vgl. Fig. 1). Das DIMA-Enzym vom Typ 10-23 bindet das RNA-Substrat durcti Ba- 

* 

senpaamng gemai^ den Watson-Criclc-Reglen uber die Substraterkennungsarme. 

5 

Trotz der lioiieren Stabilitat von DNA-Enzymen Im Vergieich zu Ribozymen ist es 
insbesondere fur in vivo Anwendungen, bspw. als Arzneimittel, erforderiicli, diese 
Molekule gegenuber nukleoiytisciien Angriffen zu stabiilsieren. 

10 Daiier liegt der voriiegenden Erfindung 211m einen die Aufgabe zugrunde, DNA- 
Enzyme vom Typ 10-23 bereitzustellen, die eine grodere Stabilitat gegenuber 
nukleolytischem Abbau aufweisen, wobei die katalytische Aktivitat gegenuber 
dem jeweiligen RNA-Substrat im wesentlichen derjenigen des nicht-stabilisierten 
DNA-Enzyms entspricht, vorzugsweise hoher ist. 

15 

Die effelctive Behandlung von Schmerz ist eine groKe Herausfbrderung fur die 
molel^ulare IVIedizin. Akuter und transitorischer Schmerz ist ein wichtiges Signal 
des Korpers, urn den Menschen vor schwerem Schaden durcli Umgebungsein- 
flusse Oder eine Uberlastung des Korpers zu schutzen. Im Gegensatz dazu hat 

20 der chronische Schmerz, der langer anhalt als die Ursache des Schmerzes und 
der envartungsgemafie Zeitrahmen der Heilung, keine bekannte biologische 
Funktion. Vom chronischen Schmerz sind Hunderte von Millionen Menschen 
weltweit betrofFen. Etwa 7,5 iViiliionen Menschen leiden ailein in der Bundesrepu- 
blik Deutschiand an chronischen Schmerzen. Die pharmakoiogische Behandlung, 

25 insbesondere des chronischen Schmerzes, ist deizeit unbefriedigend. Die im 
Stand der Technik bekannten Analgetika sind haufig nicht ausreichend wirksam 
und haben zum Teil schwere Nebenwirkungen. 

Dalier werden vielfacii neue Targets, korpereigene Strukturen, iiber die eine 
30 schmerzmoduiierende Einwirkung, bspw. niedennoiekularer Wirkstoffe oder ande- 
rer Verbindungen wie Antisense-Oligodesoxyribonukleotide (ODN). mdglicli er- 
sclieint, fur die Beiiandlung, insbesondere chronischer Schmerzen gesuclit. Der 
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von Caterlna et al. (1997) Nature 389: 816-824, klonlerte Vaniltoid-Rezeptor 1 
(VR1) (auch als Capsalcin-Rezeptor bezeichnet) ist ein vielversprechender An- 
haltspunkt fur die Entwiddung neuer Schmerzmedikatnente. Es handed sich bei 
diesem Rezeptor urn elnen Katlonenkanal, der vprwiegend von primaren sensori- 

5 schen Neuronen exprimlert wird (Caterina et al. (1997), supra). Der VR1 wird 
durch Capsaicin, eine Komponente der Chillischoten, Hitze (> 43°C) und einem 
niedrlgen pH-Wert (d.h. Protonen) infblge von Gewebeverietzungen alctiviert und 
bewirict einen Calcium-Einstrom in primare afferente Neuronen. VRI-Knockout- 
Mause entwickein l^eine thermische Hyperalgesie nach Gewebesclnaden bzw. 

10 Entziindungen (Caterina et al. (2000) Science 288: 306-313; Davis et al. (2000) 
Nature 405: 183-187). 

In WO 02/18407 sind Antisense-ODN und ebenfalls unter diesem Begriff sub- 
summlerte DNA-Enzyme vom Typ 10-23 offenbart, welche zur Spaltung der VR1- 
15 mRNA fiihren. 

Daher liegt der voriiegenden Erfindung weiterhin die Aufgabe zugmnde. ONA- 
Enzyme vom Typ 10-23 bereltzustellen, die gegen die mRNA des VRI-Rezeptors 
gerichtet sind und eIne grofiere Stabilltat als die im Stand der Technik offenbarten 
20 ODN bei vergleichbarer oder hdherer katalytischer Aktivitat aufweisen. 

Zu den Picomaviren gehoren epidemlologisch bedeutsame Krankheitsenreger, 
wie Rhinoviren, zahirelche Enterovlren (u.a. Echovlren; die drei Polioviren. ver- 
schiedene Coxsackieviren), die unterschiedliche Krankheiten, insbesondere beim 
25 Menschen auslosen, wie Schnupfen (akute Rhinitis) oder schwenwlegenderen 
chronischen Entziindungen des Nasen-Rachenraums (Rhinopathien), Kinderlah- 
mung entzundllche Herzerkrankungen, virale Meningitis usw.. Weltere Aufgabe 
der voriiegenden Erfindung ist daher, besonders wiricsame und stabile DNA- 
Enzyme vom Typ 10-23 gegen Picomaviren bereltzustellen. 

30 

Wahrend der letzten Jahre hat sich vor allem die in vitro die Technik der RNA- 
Interferenz (RNAi) bei einlgen Anwendungen als wlri^samer Mechanismus zur 
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Ausschaltung von Qenen erwiesen. Die RNA-lnterferenz beruht auf doppel- 
strangigen RNA-MolekQIen (dsRNA), welche die sequenzspezifische Suppression 
der Genexpression ausldsen (Zamore (2001) Nat. Struct. Biol. 9: 746-750; Sharp 
(2001) Genes Dev. 5: 485-490; Hannon (2002) Nature 41: 244-251). Allerdings 
5 bewirlcte die Transfeiction von Saugerzellen mit langer dsRNA eine Interferon- 
Antwort durch Aktivierung von Proteinkinase R und RNaseL (Stark et al. (1998) 
Annu. Rev. Biochem. 67: 227-264; i-le und Katze (2002) Viral Immunol. 15: 95- 
119). Diese unspezifischen EfFekte werden bei Ven/vendung von kOrzerer, bspw. 
21- bis 23-merer. sog. siRNA (engl. „small interfering RNA") umgangen, da un- 
10 spezifische Effekte durcii dsRNA, die kurzer als 30 Bp ist, niclit ausgeldst werden 
(Eibashir et al. (2001) Nature 411: 494-498). Kurzlich wurden siRIMA-Molekule 
auch in vivo zur Anwendung gebracht (McCaffrey et al. (2002) Nature 418: 38-39; 
Xia et al. (2002) Nature Biotech. 20: 1006-1010; Brummelkamp et al. (2002) Can- 
cer Cell 2: 243-247). 

15 

Somit liegt der vorliegenden Erfindung weiterhin die Aufgabe zugmnde, siRNA- 
Moiekule bereltzustellen, die eine wirksame Behandlung von mit VR1 zusammen- 
hangenden krankhaften Zustanden, insbesondere Schmerzen, ermogiichen. 

20 Die vorstehend genannten Aufgaben werden durch die in den Anspruchen ge- 
kennzeichneten Ausfuhrungsformen der voriiegenden Erfindung geldst 

Insbesondere wird ein DNA-Enzym vom Typ 10-23 (im folgenden als "DNA- 
Enzym" bezeichnet) bereitgestellt, umfassend von 5' nach 3' einen ersten Sub- 
25 straterkennungsann (im folgenden "Abschnitt i"), eine kataiytische Kemsequenz 
(im folgenden "Abschnitt II") und einen zweiten Subsbraterkennungsanm (im fol- 
genden "Abschnitt ill"), wobei eines oder mehrere der Nukleotide 2, 7, 8 11. 14 
und 15 des Abschnitts II (der vorzugsweise insgesamt 15 Nukleotide enthalt) mo- 
difiziert ist/sind. 

* 

30 

Die vorliegende Eifindung bemht auf der uberraschenden Feststellung, da& in 
geeigneter Weise chemisch modifizierte Nukleotide in DNA-Enzyme, insbesonde- 
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re solche gegen VR1 oder Picomaviren, in der Kemsequenz an den Positionen 2, 
7, 8, 11, 14 und/oder 15 eingefiihrt werden konnen sowie, wie nachstehend weiter 
dargelegt, auch in den Substraterlcennungsannen (Abschnitte I und III), gegebe- 
nenfialls unter Anpassung der Lange dieser Substraterkennungsanne, eingefuhrt 
5 werden konnen, urn so stabiiisierte DNA-Enzyme zu erhalten, die kelne signifikan- 
te Vemninderung der katalytischen Aktivitat oder sogar eine verbesserte katalytl- 
sche Aktivitat gegenuber dem jeweiligen RNA-^ubstrat aufi/veisen. 

fDer Begrlff "modiflziertes Nukleotki" bedeutet erfindungsgemSH, da& das jeweilige 
10 Nukleotld chemisch modifiziert ist. Ein Fachmann versteht unter dem Begriff * 
"ciiemlsche l\/lodifikation", dad das modifizierte Nukleotid durcii Ersetzen, Anfu- 
gen oder Entfemen einzelner oder mehrsrer Atome oder Atomgruppen im Ver- 
gleich zu naturlich vorkommenden Nukleotiden verandert Ist. Daher kann die 
ciiemische l\^odifikation eines Nukleotids erfindungsgemad die Ribose (z.B. 2'-0- 
15 Metiiyi-Ribonukleotide, sog. "Locked Nucleic Acid" (LNA)-Ribonukieotide und in- 
verUertes Thymidin), die Pho8phor(di)ester-Bindung (z.B. Phosphorthtoate, 
Phosphoramidate, Methylphosphonate und Peptidnukleotide) und/oder die Base 
(Z.B. 7-Deazaguanosln, 5-Methylcytosin und inosin) betreffen. 

■ 

20 Bevorzugte modifizierte Nukieotide gemad der voriiegenden Erfindung sind bspw. 
Phosptiortiiioat-Nukieotide, invertiertes Thymidin, 2'-0-Methyl-Ribonukleotide und 
LNA-Rlbonukieotide. DIese erfindungsgemafien Modifikationen sind beispieihaft 
In der Fig. 2 dargestellt. 

25 Wie in der Fig. 2 gezeigt, sind LIMA Ribonukleotide oder Desoxyribonukleotide, die 
eine Methylen-Brudce enthaiten, welche den 2'-Sauerstoff der Ribose mit dem 4- 
Kohlenstoff verbindet. Einen Oberblick uber LIMA geben z.B. Braasch und Corey 
(2001) in Chem. Biol. 8: 1-7. Dieser Artikel Ist ausdrOcklich Mitbestandteil der vor- 
iiegenden Offenbarung. LNA sind im Handel bspw. von der Fa. Proligo, Boulder, 

30 CO, USA, erhaltlich. Phosphorthtoate konnen bspw. Qber MWG-Biotech AG, E- 
bersberg, Deutschland. bezogen werden. 2'-0-Methyl-modifizierte Ribonukleotide 
sind u.a. bei IBA-NAPS, Gottingen, Deutschland, erhaltlich. 
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Bei bevorzugten DNA-Enzymen der voiliegenden Erfindung sind alle der Nukleo- 
tide 2, 7. 8, 1 1 . 14 und 1 5 des Abschnitts II (Kemsequenz) modifiziert. 

5 EInen weiteren Gegenstand der vorliegenden Erfindung bilden DNA-Enzyme, bel 
denen eines oder mehrere der Nukleotide der Substraterkennungsdomanen (bzw. 
Substraterkennungsarme), also des Abschnitts I und/oder des Abschnltte III modi- 
fiziert, insbesondere durch Phosphiorthioat, invertiertes Thymidin, 2'-0-Methyl- 
Ribose oder LNA-Ribonukleotide, ist bzw. sihd. Bevoizugte Ausfuhrungsfonnen 

10 der vorliegenden Erfindung sind DNA-Enzyme, bei denen die Modifikationen der 
obigen Definition im Abschnitt II (katalytische Kemsequenz) und In den Abschnit- 
ten I und/oder II vorliegen. 

Bei weiteren bevorzugten Ausfulirungsfomnen des erfindungsgemal^en DNA- 
15 Enzyms sind alle Nukleotide des Abschnitts I und/oder III, insbesondere alle 
Nukleotide beider Abschnitte, modifiziert, wobei es wetter bevorzugt ist. wenn da- 
bel alle Nukleotide Phosphorthioat- oder 2'-0-Methyl-Ribose-modifiziert sind. 

Des weiteren sind vorzugsweise mehr als 3, Insbesondere 3 bis 7, mehr bevor- 
20 zugt 3 bis 6, insbesondere 3 bis 5 Nukleotide des Abschnitts I und/oder des Ab- 
schnitts 3, vorzugsweise bekier Abschnitte, modifiziert. Dabel ergeben sich be- 
sonders bevoizugte Ausgestaltungen des erfindungsgemalien DNA-Enzyms, 
wenn sich die modifizierten Nukleotide am 5 -Ende des Abschnitts I und/oder am 
3-Ende des Abschnitts III, d.h. an den Enden des DNA-Enzyms, befinden. Hierbei 
25 sind die modifizierten Nukleotide vorzugsweise 2-0-Methyl- oder LNA- 
Ribonukleotide. 

2'-0-Methyl- und LNA-Ribonukleotide sind besonders bevorzugte Modifikationen 
gemaB der vorliegenden Erfindung, da diese Nukleotide eine hohere Affinitat des 
30 DNA-Enzyms zum Substrat bewirken. Insbesondere bei Substratiiberschuss (d.h. 
sog. "Multiple Tumover^-Bedingungen), wie sie fiir die Wirksamkeit des erfin- 
dungsgemalien DNA-Enzyms unter in vivo Bedingungen anzutreffen sind, sollte 
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die Affinitat des Enzyms zum Substrat nicht zu hoch sein. da sonst die Produkt- 
freisetzung die Kinetik bestimmt Ein MaCt fOr die Affinitat des erfmdungsgemalton 
DNA-Enzyms ist sein Scfimelzpunkt mit dem Substrat. ErfindungsgemaH wurde 
diesbezugiich festgesteiit, dal^ ein Gescfiwindigkeitsoptimum beobachtet wird, 

5 welches z.B. bei gegen VR1 und IRhinovims 14 gerichtete DNA-Enzymen etwas 
oberhalb der Reaktionstemperatur (37°C) liegt. Daher ergeben sich eifmdungs- 
gema& besonders bevorzugte Ausgestaltungen des DNA-Enzyms, wenn bei ei- 
nem gegebenen Ziel-Molekul die Sdimelztemperatur durcli Variatbn der modifi- 
zierten Nukleotide, der Art der IVIodifikation und/oder der Lange der Substrater- 

10 kennungsamie (Abschnitte I und III) entsprechend eingestellt wind. Vorzugsweise 
betragt die SchmelztempeFatur der zwiscfien den Abschnitten i und III des erfin- 
dungsgemaHen DNA-Enzyms und den entsprechenden Targetsequenzen gebii- 
deten Doppelstrange etwa 33 bis etwa 45°C, melir bevoizugt etwa 35 bis etwa 
42°C, insbesondere etwa 37 bis etwa 40°C, besonders etwa 39°C. 

15 . 

Dabei wurde insbesondere festgesteiit, dall sicii bevorzugte Ausfuhmngsforimen 
des erfindungsgemafien DNA-Enzyms eiigeben, wenn der Abschnitt I und/oder 
der Abschnitt III, insbesondere beide Abschnitte, nicht mehr als 9. mehr bevorzugt 
nicht mehr als 8, insbesondere 7, Nukleotide umfassen. 

20 

Ganz besonders bevorzugte DNA-Enzyme der vorliegenden Erfindung sind Spe- 
zies mit folgenden Langen der Substraterkennungsarme und den folgenden Modi- 
fikationen, wobei die erste Zahi die Lange der Substraterkennungsarme und die 
zweite Zahi die Anzahl der modifizierten Nukleotide, die sich bevorzugt am Ende 
25 der Amne befinden, anzeigt und OMe 2'-0-Methyi-Ribonukleotide und LH LNA- 
Ribonukleotide kennzeichnen: 

■ 

OMe9-4. OIVIe8-4. OMe7-3, OMe7-4. OI\4e7-5, OMe7-6, OMe7-7, OMe6-5, LH9-4, 
LH7-3 und LH7-4. 

30 



Die Basensequenz der katalytisch aktiven Kemdomane des DNA-Enzyms, wel- 
ches von Santoro und Joyce (1997), supra, entwickelt wurde, ist von 5' nach 3' 
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GGCTAGCTACAACGA ( vgl. Fig. 1). ErfindungsgemaB wurde welter festgestellt, daB 
die Basen der Kemsequenz flexibel sind, insbesondere in den Posrtionen 7 bis 
12, wobel das Thymidin an Position 8 sogar weggelassen warden kann. Aus die- 
sen Erkenntnlssen ergibt sich, daft das erfindungsgemaBe DjNJA-Enzym Im Ab- 
5 sclinitt II von 5' nach 3' die folgende Konsensussequenz aufweisen kann: 

GGMTMGH (N) DNNNMGD. 

Dabei ist M = A oder C, H = A, C oder T, D = G, A oder T und N = Irgendeine (na- 
turiich vorkommende) Base. Basen bzw. Nukleotide in Klammem mussen nicht 
10 vorhanden sein. 

Hinsichtlich des Substrats Ist das erflndungsgemaBe DNA-Enzym niclit einge- 
schrankt. Daher kann das DNA-Enzym gmndsatzllch gegen samtliche mRNA- 
Molekijie, andere RNA. wie viraie RNA, Viroide usw. eingesetzt werden. Target- 
15 Sequenzen sind dabei solche, welche das Spaltmotiv der 10-23-DNA-Enzyme, 
namlich ein Purin/Pyrimidin-Motiv, aufweisen. Bevorzugte Target-Sequenzen unv 
fassen eIn GU-Motiv, da GU-Sequenzen von DNA-Enzymen besonders effektiv 
gespalten werden. 

20 Bevorzugt ist das erfindungsgemaBe DNA-Enzym gegen die mRNA des Vanilloid- 
Rezeptors 1 (VR1), Insbesondere von Saugem, wie Mensch, Affe, Hund, Katze, 
Ratte, Maus, Kaninchen. Meerschweinchen, Hamster, Rind, Schwein, Schaf und 
Zlege, gerlchtet. 

25 Spezifisclie Basensequenzen der Abschnitte i und III (von 5' nach 3') sind die fol- 
genden, wobei gegebenenfalls auch eine in einem Nukleotid davon abY/eichende 
Sequenz mdglich ist, mit der MaOgabe, da& sich das von den angegebenen Se- 
quenzen abweichende Nukleotkj nicht an einer der letzten drei Positionen des 

■ 

Abschnitts i und nicht an einer der ersten 3 Positionen des Abschnitts ill befindet, 
30 sind folgende: (N = irgendeine Base bzw. irgendein Nukleotid) 
Abschnitt I Abschnitt III 
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GTCATGA 
TGTCATGA 
ATGTCATGA 
GTCGTGG 
5 TGTCGTGG 
ATGTCGTGG 
TTGTTGA 
CTTGTTGA 
TCTTGTTGA 

10 TTGTTGA 
CTTGTTGA 
TCTTGTTGA 
GGCCTGA 
CGGCCTGA 

15 TCGGCCTGA 
TGCTTGA 
. CTGCTTGA 
TCTGCTTGA 
GTGTGGA 

20 GGTGTGGA 
TGGTGTGGA 
ACGTGGA 
GACGTGGA 
CGACGTGGA 

25 GTGGGGA 
GGTGGGGA 
GGGTGGGGA 



30 GTGGGTC 

AGTGGGTC 
GAGTGGGTC 



9 

GGTTAGG 

GGTTAGGG 

GGTTAGGGG 

GATTAGG 

GATTAGG 

GATTAGG 

GGTCTCA 

GGTCTCAC 

GGTCTCACC 

AGTCTCA 

AGTCTCAN 

AGTCTCANN 

CTCAGGG 

CTCAGGGA 

CTCAGGGAG 

CGCAGGG 

CGCAGGGN 

CGCAGGGNN 

TCCATAG 

TCCATAGG 

TCCATAGGC 

TCAGACG 

TCAGACGN 

TCAGACGNN 

TCAGACT 

TCAGACTC 

TCAGACTCC 



GCAGCAG 
GCAGCAG 
GCAGCAG 
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10 



10 



15 



CGCTTGA 


AAATCTG 


GCGCTTGA 


AAATCTGT 


TGCGCTTGA 


AAATCTGTC 


CGCTTGA 


GAATCTG 


GCGCTTGA 


GAATCTGN 


TGCGCTTGA 


GAATCTGNN 


CTCCAGA 


ATGTGGA 


GCTCCAGA 


ATGTGGAA 


AGCTCCAGA 


ATGTGGAAT 


CTCCAGG 


AGGTGGA 


GCTCCAGG 


AGGTGGA 


AGCTCCAGG 


AGGTGGA 


GGTACGA 


TCCTGGT 


GGGTACGA 


TCCTGGTA 


CGGGTACGA 


TCCTGGTAG 


GGTGCGG 


TCTTGGC 


GGGTGCGG 


TCTTGGC 


CGGGTGCGG 


TCTTGGC 



20 Weitere bevorzugte DMA-Enzyme der vorliegenden Erfindung sind gegen Virus- 
RNA, insbesondere gegen einen Picomaviais, wie bspw. in Kayser et ai., Medi- 
zinsische Mikrobiologie, 8. Aufl., Thieme Veriag. Stuttgart, 1993, offenbart (z.B. 
Hepatitis-A-Vims, humane Enteroviren, wie Polio-, Coxsaclde- und Echoviren, 
tierisclie Enteroviren, wie das fur Sciiweine pathogene Tschen-Virus, tiumane 

25 Rliinoviren, wie Rhiinovirus 14 usw. (ein Fachmann Icennt uber 80 Typen), tieri- 
sche Rhinoviren, wie das IVIaul-und-Kiauensauche (MKS)-Virus, und Caiiciviren, 
wie das Virus des vesil^ularen Exantliems der Sciiweine), gerichtet. 



Die bevorzugte Ziel-RNA ist bspw. vom (vorzugsweise humanen) Rliinovirus 14 
30 abgeleitet, wobei besonders vorteiihafte Ausfuhirungsformen des DiMA-Enzyms 
der voriiegenden Erfindung in den Abschnitten I und III zur 5-nicht-transiatierten 
Region (5'-UTR) mindestens teilweise l^ompiementar sind. Dieser Bereich umfasst 
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eine Konsensussequenz, die bei zahlreichen Picomaviren mit einer Gruppe I 
IRES konserviert ist. Spezrfische Beispieie erfindungsgemai^r, gegen den huma- 
nen Rhinovirus 14 und andere Picomaviren, insbesondere solclie mIt einer Grup- 
pe I IRES, gerichteter Sequenzen sind nachfolgend von 5' nach 3' angegeben, 

5 wobei gegebenenfalls audi eine in einem Nuldeotid davon abweiciiende Sequenz 
mogiidi ist, mit der Maligabe, daH sicti das von den angegebenen Sequenzen 
abweiciiende Nuldeotid niciit an einer der letzten drei Positionen des Absciinitts I 
und nichit an einer der ersten 3 Positionen des Absciinitts lil befindet (N = irgend- 
eine Base bzw. irgendein Nuideotid) 

10 Abschnitt I Abschnitt III 

GTGGGA TTTAAGG 
GGTGGGA TTTAAGGA 
GGGTGGGA TTTAAGGAA 

IS Eine weitere Ausfuiirungsfomi der voriiegenden Erfindung bildet eine silRNA, die 
gegen VR1 gerichtet ist Der Begriff nSiRNA" ist erfindungsgema& ein dop- 
pelstrangiges RNA-IVIolekul (dsRNA), das 19 bis 29 Bp, insbesondere 21 bis 23 
Bp, umfasst und eine der mRNA des VR1 kompiementare Sequenz aufweist. Die 
mRNA des VR1 ist vorzugsweise von Saugem, wie i\^ensch, Affe, Ratte, Hund, 

20 Katze, Maus, Kaninchen, Meerschweinchen, Hamster, Rind, Schwein, Schaf und 
Ziege, abgeleitet. Bevorzugte Ausfuiirungsfonnen der erfindungsgemaHen siRNA 
sind gegen Zieisequenzen der VI -mRNA gerichtet, die mit AA beginnen, einen 
GC-Gehait von weniger als 50% aufweisen und/oder im Genom einzigartig sind 
und damit nur im Targetgen auflreten. 

25 

Eine besonders bevorzugte siRlsiA der voriiegenden Erfindung ist gegen eine 
Zielsequenz der VR1-mRNA gerichtet, weiche die aligemeine Struktur 5'- 
AA(Ni9)TT-3' aufweist (wobei N fur eine beliebige Base steht). Gaindsatziich 
kann die siRlviA gegen jeden Abschnitt auf der VRI-mRNA gerichtet sein. insbe- 
30 sondere gegen codierende Abschnitte, ggf. aber auch nicht codierende Bereiche 
(6 - Oder 3'-terminal vom codierenden Bereich) Oder im Qberlappungsbereich zwi- 
schen codierendem und nicht codierendem Bereich. Allerdings kann eine erfin- 
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dungsgemalJe siRNA auch gegen Zlelsequenzen im Primartranskript von VR1 
gerichtet sein. 

Insbesondere ist die erfindungsgemaBe sIRNA gegen Sequenzen gerichtet, die 
aus der Gaippe, bestehend aus 5'-aagcgcaocuucuacuucaactt-3', 5'- 

AAGOUCGUGACAAGCAUGUACTT-3', 5'-AAGCAUGUACAACGAGAUCU0TT-3', 5- 
AACCGUCAUGACAUGCOUCUCTT-3', 5'-AAGAAUAACUCUC0GCCUAUGTT-3' und 5'- 

AAUGUGGGUAUCAUCAACGAGTT-3', ausgewahit slnd. 

Besonders bevorzugte siRNA-Spezies der voriiegenden Erfindung sind folgende 
Duplexmolelcuie: 

Sense-Strang/Antisense-Strang 

5'-GCGCAUCUUCUACUUCAACdTdT-3'/5-GOUGAAGUAGAAGAUGCGCdTdT-3' 
5'-GU0CGUGACAAGCAUGUACdTdT-3V6'-GUACAaGCUUGUCACGAACdTdT-3' 
5'-GCAUGUACAACGAGAUCUUdTdT-375'-AAGAUCUCGUUGUACAUGCdTdT-3' 
5'-CCGUCAUGACAUGCUUCUCdTdT-375'-GAGAAGCAUGUCAUGACGGdTdT-3' 
5'-GAAUAACUCUCUGCCUAUGdTdT-375'-CAUAGGCAGAGAGUUAUUCdTdT-3' 
5'-UGUGGGUAUCAUCAACGAGdTdT-375'-COCGUUGAOGAUACCCACAdTdT-3' 

Ganz besonders bevorzugt ist die vorsteliende siRNA, deren Sense-Strang die 
Sequenz 5'-GCGCAOcuucuACUUCAACdTdT-3' aufweist und deren Antisense- 
Strang die Sequenz S'-GUUGAAGUAGAAGAUGCGCdTdT-S' aufweist. 

* 

siRNA-[\/Iolel«ule l^onnen bei verschiedenen Anbietem, bspw. IBA GmbH (Gottln- 
gen. Deutschland), bezogen werden. 

Die sIRNA der voriiegenden Erfindung iiegt gemafl bevorzugten Ausfulimngsfor- 
men cliemisch modifiziert vor, insbesondere urn einen vorzeitigen Abbau durxili 
Nuldeasen zu umgelien. DiesbezQglich gelten die vorstelienden Ausfiihrungen im 
Zusammenhang mit den erTindungsgemallen DISIA-Enzymen entsprectiend, ins- 
besondere bspw. die Verwendung von Phosphortliioaten (wie bei Eckstein (Anti- 
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sense Nucleic Add Drug Dev., 10117, 2000) offenbart und voilinhaltlich Bestand- 
teil der voriiegenden Offenbarung). Welteriiin kann bei der eifindungsgemalien 
sIRNA an der 2'-Positlon die Hydoxyigmppe modifiziert sein, urn hohere Stabilitat 
zu eriangen. Insoweit wird die Offenbarung bei Levin, Biociiim. Bioptiys Acta, 
5 1489, 69, 1999) voilinhaltlich in die voriiegende Offenbarung elnbezogen. 

Erfindungsgemall wurde uberraschendenveise festgestellt, dass die erfindungs- 
gemaften Gegenstande, besonders die vorstehend definierte siRNA, die Expres- 
. sion des VR1 starl<er unterdriicicen als gewdhnliche Antisense-Oiigonukleotide. 
10 Insbesondere die erfindungsgemaHe siRNA ePA^eist s\dn vor aiiem In vivo als be- 
senders wirksam und ist dabei bspw. (gewohniichen) unmodifizierten und modifi- 
zierten (Phosphorthloat, 2'-0-Methyi-RNA, LNA (LNA/DNA-Gapmeren)) Anti- 
sense-DNA-Oiigonukleotiden iiberlegen. 

IS Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Eifindung betrifft Wirtszeilen, ausge- 
nommen humane Keimzellen und humane embryonale Stammzellen, die mit ei- 
nem mindestens einem erfindungsgemallen DIMA-Enzym und/oder mindestens 
einer erfindungsgemSllen siRNA transfonniert sind. Erfindungsgema&e DNA- 
Enzyme und siRNA-l\/lolekule kdnnen in die jeweilige Wirtszelle uber ubiiche Me- 

20 thoden, bspw. Transformation, TransfekBon, Transduktion, Eiektroporation oder 

* 

Partikel-Gun eingebracht warden. Als Wirtszeilen kommen alle Zellen pro- oder 
. eukaryontischer Natur in Betracht, bspw. von Bakterien, Pilzen, Hefen, pfianzli- 
chen Oder tierischen Zellen. Bevoizugte Wirtszeilen sind Bakterienzellen, wie E- 
scherichia coli, Streptomyces, Bacillus oder Pseudomonas, eukaryontische Mik- 
25 roorganismen, wie Aspergillus oder Saccharomyces cerevisiae oder die gewohn- 
liche Backerhefe (Stinchcomb et ai. (1997) Nature 282: 39). 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsfonm werden jedoch zur Transformation mittels 
erfindungsgemii&er DNA-Enzyme oder siRNA-Konstmkte Zellen aus muitizellula- 

« 

30 ren Organlsmen gewahlt. Im Prinzip ist jede hohere eukaryontische Zellkultur als 
Wirtszelle verfugbar, wenn auch Zellen von Saugem, bspw. Affen, Ratten, Hams- 
tem, Mausen oder Menschen, ganz besonders beyorzugt sind. Dem Fachmann 
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ist eine Vielzahl von etablierten Zellinien bekannt In einer keineswegs abschlie- 
(lenden Aufzahlung werden die folgenden Zellinien genannt: 293T (Embryonen- 
nierenzellinie) (Graham et al., J. Gen. Virol. 36: 59 (1997), BHK (Babyhamstemle- 
renzellen), CHO (Zellen aus den Hamsterovarien, Uriaub und Ghasin, Proc. Natl. 
5 Accad. Sci. USA 77: 4216, (1980)), HeLa (humane Karzinomzellen) und weitere - 
insbesondere fiir den Laboreinsatz etablierte - Zellinien, bspw. HEK293-, SF9- 
oder COS-Zellen. Ganz besonders bevoizugt sind humane Zellen, insbesondere 
neuronale Stammzellen und Zellen des "Schmerz-Weges", vorzugsweise primire 
sensorische Neuronen. Humane Zellen, insbesondere autologe Zellen eines Pati- 
10 enten, eignen sich nach (vor allem ex vivo) Transfonnation mit erflndungsgema- 
aen DNA-Enzymen oder siRNA-Molekiilen, ganz besonders als Arzneimittel fur 
bspw. gentherapeutlsche Zwecke, also nach Durchfuhrung einer Zellentnahme, 
ggf. ex vivo Expansion, Transfonnation, Selektion und abschlleBender 
Retransplantation in den Patienten. 

15 

Die Kombination aus einer Wirtszelle und einem zur Wirtszelle passenden erfin- 
dungsgema&en DNA-Enzym und/oder einer erfindungsgema&en siRNA bildet ein 
System, das zur Anwendung der erflndungsgemS&en DNA-Enzyme bzw. siRNA- 
Molekule dienen kann. 

20 

Somit eignen sich die erfindungsgema&en Gegenstande als Arzneimittel, bspw. 
zur Inhibitton der Nozizeptfon, bspw. aufgrund der Vermlnderung der Expression 
des VR1-Rezeptors mittels erfindungsgemaBer DMA-Enzyme und/oder sIRNA. 

25 Folglich umfa&t die vortiegende Erfindung auch die Verwendung der vorstehend 
genannteh Gegenstande zur Behandlung bzw. zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Behandlung und/oder Pravention von Schmerzen, insbesondere akuten oder 
chronischen Schmerzen, sowie auch die Venvendung zur Behandlung bzw. zur 
Herstellung eines Anzneimittels zur Behandlung von Sensibilitatsstorungen, die 

30 mit dem VRI-Rezeptor zusammenhangen, bspw. zur Behandlung von Hyperalge- 
sien, Neuralgien und Myalgien, sowie von alien mit VR1 zusammenhangenden 
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Erkrankungen und Erkrankungssyomptomen, insbesondere Haminkontinenz, 
neurpgenen Blasensymptomen, Pmritus, Tumoren und Entzundungen. 

Erfindungsgemalte Arzneimittel bzw. unter Verwendung der erfindungsgema&en 
Gegenstande hengestellte Arzneimittel enthalten neben den vorstehend definier- 
ten Gegenstanden ggf. einen oder melirere geelgnete Hllfs- und/oder Zusatzstof- 
fe. ErfindungsgemaHe Atzneimittel konnen als flusslge Arzneifonn in Fomi von 
Injektionsldsung, Tropfen oder Safte, als halbfeste Arznelfonnen in Forni von 
Granulaten, Tabletten, Pellets, Patclies, Kapsein, Pflaster oder Aerosolen verab- 
reiclit werden und enthalten neben dem mindestens einen erfindungsgemaBen 
Gegenstand je nach galenischer Fomi ggf. Tragennaterialien, Fullstoffe, L6- 
sungsmittei, Verdunnungsmittel, Farbstofle und/oder Bindemittel. Die Auswahl der 
Hilfsstoffe sowie die einzusetzenden Mengen derselben hangen davon ab, ob das 
Arzneimittel oral, peroral, parenteral, intravenos, intraperitoneal, intradennal, in- 
tramuskular, intranasal, bukkal, rektal oder toplsch, den SchleimhSuten, den Au- 
gen usw., appiiziert werden soli. Fur die orale Applikation eignen sich Zubereitun- 
gen in Form von Tabletten, Dragees, Kapsein, Granulaten, Tropfen, Saften und 
Sirupen, fur die parenterale, topische und inhalative Applikatton Ldsungen, Sus- 
pensionen, leicht rekonstituierbare Trockenzubereitungen sowie Sprays. Erfin- 
dungsgema&e Gegenstande in einem Depot in geldster Fonri oder in einem Pflas- 
ter, ggf. unter Zusatz von die Hautpenetration fordemden Mittein sind geeignete 
perkutane Applikationszubereitungen. Oral oder perkutan anwendbare Zuberei- 
tungsfonnen konnen die erfindungsgemaHen Gegenstande verz5gert frelsetzen. 
Die einem Patienten zu verabreichende Wirkstoffmenge variiert in Abhangigkeit 
vom Gewicht des Patienten, von der Applikationsart, der Indikation und dem Grad 
der Erkrankung. OblichenAAeise werden 2 bis 500 mg/kg Kdrpergewicht wenigs- 
tens eines erfindungsgemalien Gegenstandes appiiziert. Wenn das Arzneimittei 
insbesondere zur Gentherapie ven/vendet werden soli, empfehlen sicti als geeig- 
nete Hllfs- Oder Zusatzstoffe bspw. eine physiologlsche Kochsalzldsung, Stabilisa- 
toren, Protease- oder DNAse-lnhibitoren usw. 
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Geeignete Zusatz- und/oder Hiifsstoffe sind als bspw. Lipide, kationische Lipide, 
Polymer©, Liposomen, Nukleinsaure-Aptamere, Peptide und Protelne (z.B. tet-, 
Transportin, Transferrin, Albumin oder Fem'tin), vorzugswelse solche, die an DNA 
Oder RNA gebunden sind (oder synthetische Peptid-DNA-Molekule), urn bspw. die 
S Einbringung von Nukleinsauren In die Zelle zu ertidhen, um das Arzneimtttelge- 
misch auf nur eine Untergruppe von Zellen zu richten, um den Abbau der erfin- 
dungsgema&en Nukleinsaure In der Zelle zu verhindem, um die Lagerung des 
Arzneimittelgemischs vor der Verwendung zu erieichtem usw. Belspiele fQr Pepti- 
de und Proteine oder synthetische Peptld-DNA-Molekiile sind z.B. Antikorper, An- 
10 tikdrperfragmente, Liganden, Adhasionsmolekule, die alle modifiziert oder unmo- 
drfiziert sein konnen. Hiifsstoffe, die bspw. die DMA-Enzyme und/oder siRNA in 
der Zelle stabilisieren, sind z.B. Nukleinsaure-kondensierende Substanzen wie 
kationische Polymere, Poly-L-Lysin oder Polyethylenimin. 

15 Bei einer lokalen Anwendung erflndungsgemS&er GegenstSnde, bspw. von erfin- 
dungsgema&en DNA-Enzymen oder siRNA-Konstnikten, erfolgt die Verabrei- 
chung durch Injektlon, Katheter, Suppositorium ("Zapfchen"), Aerosole (Nasen- 
bzw. Mundspray, Inhalation), Trokars, Projektiie, pluronische Gele, Polymere, die 
anhaltend Medikamente freisetzen, oder Irgendeine andere Vonichtung, die einen 

20 lokalen Zugang ermoglicht Auch die ex vivo Anwendung des erTindungsgema&en 
Arzneimittelgemischs, das zur Behandlung der vorstehend genannten Indikatio- 
nen venvendet wird, erlaubt einen lokalen Zugang. 

* 

Erfindungsgema&e Gegenstande konnen ggf. in einer Zusammensetzung als 
25 Arzneimittel- (Wirkstoff)gemisch mit bspw. mindestens einem weiteren Schmerz- 
mlttel Oder antiviralem und/oder anderem zur Behandlung von mit (rhino-)viralen 
Infektionen in Zusammenhang stehenden Erkrankungen geeigneten Mittei kombi- 
niert werden. 

30 Auf diese Weise konnen erfindungsgemaUe Gegenstande bspw. in Verbindung 
mit Opiaten und/oder synthetischen OpiokJen (bspw. Morphin, Levomethadon, 
Codein. Tramadol, Bupremorphin) und/oder NSAID (bspw. Diclofenac, ibuprofen. 
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Paracetamol) kombiniert werden, bspw. In einer der vorgenannt offenbarten Ver- 
abreichungsformen oder auch im Zuge einer kombinlerten Theraple in jewells se- 
parierten Verabreichungsformen mit ggf. unterschiedllcher Konfektlonlerung in 
einem an die Bedurfnisse des jewelligen Patlenten angepassten medizinlsch 
5 sinnvoll gestalteten Therapleplan. Bevorzugt ist die Venwendung derartiger Zu- 
sammensetzungen als Aizneimittelgemlsche mit bspw. etablierten Analgetlka zur 
Behandlung (bzw. zur Herstellung von Arznelmlttein zur Behandlung) von voriie- 
gend offenbarten medizinischen Indikationen. 

10 Die erfindungsgemaBen DMA-Enzyme und siRNA-MolekQIe konnen nach einem 
Fachmann bekannten Verfahren hergestellt werden. Die entsprechenden Nukleo- 
tide werden bspw. nach Art der Menifield-Synthese an einem unloslichen Trager 
(H.G. Gassen et al. (1982) Chemical and Enzymatic Synthesis of Genefragments, 
Verlag Chemie, Weinheim) oder auf andere Art synthetisiert (Beyer und Walter 

15 (1984) Lehrbuch der organischen Chemie, Seite 816 ff., 20. Auflage, S. Hirzel 
Vertag, Stuttgart). Ebenfalls konnen die erfindungsgemaBen Gegenstande auch 
nach bekannten Verfahren in situ auf Glas, Kunststoff. oder Metall, z.B. Gold, syn- 
thetisiert werden. 

20 Ein weiterer Gegenstand der vorllegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur In- 
hibition der Expression eines Gens, umfassend das Einbringen einer der erfin- 
dungsgemalien Gegenstande, insbesondere des vorstehend deflnlerten DNA- 
Enzyms und/oder der sIRNA in eine das jewellige Gen exprimierende Zelle. Ein 
bevorzugtes Zielgen des erfindungsgemaBen Verfahrens 1st das VR1-Gen, wobei 

25 entsprechend ein gegen die mRNA des VR1 gerlchtetes DNA-Enzym und/oder 
eine entsprechende siRNA in die Zelle eingebracht werden bzw. wird. 

Das Einbringen der erfindungsgemaBen Gegenstande in die Zelle kann dabei auf 
die vorstehend dargelegte Art und Weise erfblgen. 

30 

Die Figuren zeigen: 
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I 

Fig. 1 ist die schematische Darsteliung eines DNA-Enzyms des Typs 10-23 

gemad Santoro et al. (1997), supra, (Fig. 2, S. 4264) (einschlielilich 
RNA-Substrat). Der oljere, mit einem Pfeil gelcennzeiciinete Strang 
ist der zu spaltende RNA-Strang, wobei der Pfeii die Spaltstelle an- 
5 gibt. Der untere Strang ist eine Darsteliung des DIMA-Enzyms. In Be- 

zug auf bevorzugte Ausfuhrungsfonnen des erfindungsgemalten 
DNA-Enzyms ist dabei \m oberen Strang das Y = U und das R = G. 
Die Spaltstelle auf dem oberen Strang ist daher eine sog. GU- 
Spaltstelle, die von DNA-Enzymen besonders effektiv gespalten 

10 wird. Entsprechend ist R im unteren Strang = A. Dem scliiiellen sicli 

5 -warts bspw. die weiteren Nuideotide aus den vorstehend definier- 
ten Abschnitten I an. Im Abschnttt III schlieiten sich dann direkt an 
das am Abschnitt III aniiegend ungepaarte A aus 5'-Riclitung 3- 
warts die Nuideotide des zweiten zum RNA-Substrat komplementa- 

15 ren Teils des DNA-Enzyms, bspw. die vorstehend genannten Se- 

quenzen, an. Die Abschnitte I und Abschnitte III binden also das 
Substrat und warden daher als. Substraterkennungsanne des DNA- 
Enzyms bezeichnet. 



20 Fig. 2 zeigt die Strukturen von Phosphorthioat-Nukleotiden, invertiertem 

Thymidin, 2'-0-Methyi-Ribonukleotiden und LNA-Ribonukleotiden. 



Fig. 3 zeigt in einer der Fig. 1 entsprechenden Darsteliung die ailgemeine 

Struktur eines DNA-Enzyms vom Typ 10-23 mit der erfindungsge- 

25 maHen Konsensussequenz des Abschnitts II (katalyb'sche Kemse-^ 

quenz). Nicht-essentielle Nukleotide, die durch jedes andere Nukleo- 
tid ohne wesentlichen Aktivitatsverlust ausgetauscht werden konnen, 
sind mit N bezeichnet, N' steht fQr jedes zu N komplementare Nukie- 
otid. R bezeichnet ein Nukleotid, das bevorzugt eine Purin-Base 

30 enthalt. Y steht fur ein Nukleotid, das bevorzugt eine Pyrimid in-Base 

enthalt. R' steht fiir ein zu Y komplementares Nukleotid, das ein Pu- 
rin enthalt. M steht fur A Oder C, H steht fur A, C oder T, und D steht 
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fur G, A Oder T. Der Bereich, der wahrscheinlich direkt an der Bil- 
dung der katalytischen Zentrums beteiligt ist, ist mit einer gepunkte- 
ten Linie markiert. Exoc^clische funktioneile Gruppen, die zur Aktivi- 
tat des ONA-Enzyms erfofderiich sind, sindjeweils angegeben. 



Fig. 4 zeigt in einer grapliischen Darstellung die relativen Aktivitaten modi- 

flzierter DIMA-Enzyme gegen die 5 -UTR des humanen Rhinovirus 14 
(DH 5) jeweils unter lOfachem Oberscliull an DNA-Enzymen ("Sin- 
gle Tumover-Bedingungen, STO, jeweils linker Balken) und 

10 lOfachem SubstratuberschuB ("Multiple Tumover"-Bedingungen, 

MTO, jeweils rechter Balken). Die Aktivitaten sind auf das unmodifl- 
zlerle DNA-Enzym mit 9 Nukleotiden langen Substraterkennungsar- 
men normiert. Die angegebenen DNA-Enzyme wiesen die folgenden 
Modifikationen auf: Phosphorthioat (Thio), invertiertes Tiiymidin (iT), 

15 2'-0-l\/1ethyl-RIMA (OMe) und LNA (LH). Die erste Zahl bedeutet da- 

bei die Lange der Substraterkennungsarme, wahrend die zweite 
Zahl die Anzahl der modifizierten Nukleotide am Ende der Arme an- 
gibt. CM6 ist ein erfindungsgemafies DNA-Enzym, bei dem. die 
Nukleotide 2, 7, 8, 11, 14 und 15 der Kemsequenz modifiziert sind 

20 (2'-0-Methyl-Ribonukleotide). CM12 ist ein Vergleichskonstrukt, bei 

dem 12 Nukleotide der Kemsequenz (alle auOer Positionen 3, 5 und 
10) modifiziert sind. DH5-9 bezeichnet das unmodifizierte DNA- 
Enzym gegen die 5'-UTR des humanen Rhinovims 14 mit 9 Nukleo- 
tiden langen Substraterkennungsarmen, wahrend DH5-7 das ent- 

25 sprechende DNA-Enzym mit 7 Nukleotiden langen Substraterken- 

nungsarmen kennzeichnet. Durch optimales Design der Substrater- 
kennungsanne (siehe OMe7-4 und OMe7-5) kann die AkUvrtat des 
DNA-Enzyms unter IVITO-Bedingungen, die z.B. fur den Einsatz In 
vivo entscheidend sind, urn mehr als den Faktor 20 erhoht werden. 

30 Das Enzym, bei dem die genannten 6 Nukleotide in der Kemse- 

quenz zusammen gegen die entsprechenden 2'-0-Methyi- 
Ribonukleotide ausgetauscht sind, ist noch immer im wesentlichen 
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SO aktiv wie das unmodifizierte DNA-Enzym (vgl. CM6 und DH 5-9). 
Das DNA-Enzym, bei dem 12 Nukleotide der Kemsequenz modifi- 
ziert sind, spaltet unter STO-Bedingungen die vollstandige 5'-UTR 
mit guter Effektivitat. ist jedoch unter MTO-Bedingungen gegenuber 
5 dem vollstandlgen (langen) Target Inaktiv (ygl. CM1 2). Werden die in 

CM12 gemeinsam ausgetauscliten Nukleotide jeweils einzein modi- 
fiziert, spalten die entsptechenden Konstrukte einen 19-meren kur- 
zen Absdinitt aus der Ziel-RNA (5'-UTR des humanen Rhlnovirus 
14), der zu den Substraterkennungsannen komplementar ist (nicht 
10 gezeigt). Die Balken zeigen jeweils den IVlittelwert dreier unabhangi- 

ger Experimente. 

Fig. 5 zeigt in einem Diagramm die Abhangigkeit der Anfangssgeschwin- 

digkeit der Substratspaitung (vmiO vom Schmelzpunkt der bei einem 

1^ DNA-Enzym gebildeten Helices zwischen den Abschnitten I bzw. Ill 

(Substraterkennungsamie) mit der Targetsequenz im Fall der ge- 
maR Fig. 4 untersuciiten DNA-Enzyme. Danach ist ein Optimum der 
Anfangsgeschwindigkeit vom Schmelzpunkt, das etwas oberhalb der 
Reaktlonstemperatur (37'C) liegt, festzustellen. Im vorliegenden Fall 

20 ergibt sich eine optimale Schmelztemperatur von 39°C. 

Fig. 6 zeigt in Figur 6A die Ergebnisse eines Experiments auf der basis 

eine hundertfachen Oberschusses der kurzen 19 Nukleotide langen 
Ziel-RNA (target RNA). Hierzu wurde dieser UberschuB mit DNAzy- 

25 men bei ST'C fur 20 min inkubiert Das ungespaKene Substrat (obe- 

re Bande) und das 5'-Spaltprodukt (untere Bande) sind zu sehen. 
Folgende Auftragungen sind in den einzelnen Spuren zu sehen: 
Spur 1 : Kontrolle ohne Enzym, Spur 2: nicht modifiziertes DH5, Spu- 
ren 3 bis 17 (bezeichnet als 1 bis 16 In der Auflragung): DNAzyme 

30 mit 2^-0-Methyl-RNA jeweils an einer der Positionen 1 bis 16 (in 

entsprechender numerischer Reihenfolge). 
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Figur 6B zeigt in einer graphischen Darstellung die relativen Spal- 
tungsaictivitaten von DNA-Enzymen gegen die 5'-UTR des liunianen 
Rliinovirus 14, bei denen jeweils ein Nuldeotid der Kemsequenz 
(Positionen 1 bis 15 entsprechend den Proben IV11 bis IV115) einzeln 
S durcli 2^-0-IVIethyi-Modifii(ationen modifiziert wurden. Die jeweiiige 

Alctivitat ist auf das entsprechende unmodifizierte DIMA-Enzym mit 9 
Nuldeotiden langen Ericennungsarmen nomriiert. Danach l<6nnen die 
Nuldeotide 2. 7, 8, 11, 14 und 15 ohne Aktivitatsveriust bzw. mit Ak- 
tivitatsgewinn modifiziert werden. Die Bailcen zeigen jeweils den Mit- 
10 telwert dreier unabhangiger Experimente mit der angegebenen 

Standardabweichung, und zwar fur die l<uizen Zieimolel^ule (graue 
Bailcen) und die langen Zielmolekule (schwarze Balkan). Die Bal- 
kenhdhe gibt den Prozentsatz der Spaltung von Ziel-RNA durch 
DNAzyme (DNA-Enzyme) an. 

15 

Fig. 7 zeigt fluoreszenzmikroskopisclie Aufiiahmen (A) und korrespondie- 

rende Westem-Blot-Analysen (B) von Zellen, die zum Vergleich der 
Aktivitaten von Konstrukten bezuglich der Hemmung der Expression 
von VR1 mit einem fur VR1-GFP codierenden Plasmid und ver- 

20 schledenen Antisense- und siRNA-Konstrukten cotransformiert wur- 

den. 2'-0-Methyl-RNA, LNA-Gapmer, Phospsliorthioat-RNA oder 
siRNA wunje in Konzentrationen zwischen 1 0 und 50 nM verwendet. 
invertierte OligonukleotkJe fQr jede Modifikation und der Sense- 
Strang der siRNA dienten als Kontrollen und wurden in einer Kon- 

25 zentration von 50 nM eingesetzt. Wie die fluoreszenzmikroskopische 

Analyse in (A) zeigt, unterdruckt die erfindungsgemalte siRNA die 
VRI-GFP-Expresslon bereits bei einer Konzentration von nur 10 nM 
vollstandig, wahrend das LNA-Gapmer erst bei einer Konzentratbn 
von 25 nM zu einer im wesentlichen volistandigen Suppression der 

30 Expression von VR1-GFP fiihrt. Eine teilweise Hemmung der VR1- 

GFP-Expression wird beim Posphorthioat-Antisense-ODN bei hohe- 
rer Konzentration beobachtet, wahrend das 2'-0-Methyl-modifizierte 
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ODN im beobachteten Konzentrationsbereich keine Verminderung 
der Expression des VRI-GFP-Konstrukts bewirkte. Die Western-Blot 
Analyse (B) bestatigt die fluoreszenzmikroskopischen Experimente 
(V: Bande des VR1-GFP-Konstmkts; A: Bande von Aktin (Kon- 
trolle)). 

zeigt eine Westem-Blot-Analyse von Zellen, die wie bei Fig. 7 be- 
schrieben, hier Jedoch bei fur jedes Konstrukt optimalen Konzentra- 
tlonen, cotransformiert wurden, urn die Effizienz der Inhibition der 
VR1-GFP-Expresslon von erfindungsgemaUer siRNA mit Antlsense- 
ODN eingehender zu vergleichen. Die Aktin-Bande diente als Kon- 
trolle. 

zeigt eine graphische Darsteilung der quantitativen Auswertung von 
der Fig. 8 entsprechenden WestenvBlot-Analysen. Die Proteingehal- 
te in den einzelnen Spuren wurden mIt dem Programm Quantity One 
bestlmmt Gezeigt sind Jewells die einer sigmoiden Kurve angepass- 
ten MIttelwerte dreier unabhangiger Experimente. Dutch diese quan- 
titative Auswertung konnten den jewelllgen Inhlbltoren Schatzwerte 
der fur eine 50%ige Suppression der VR1-GFP-Expression erforder- 
llchen Konzentration (ICso-Wert) zugeordnet werden (vgl. auch die 
nachstehende Tab. 3). 

Fig. 10 zeigt graphische Darstellungen der Ergebnisse von Experimenten 
25 zur analgetischen in vivo Wiricsamkeit erfindungsgemaHer siRNA (A) 

im Vergleich zu Kontroll-RNA (B), wobel jeweils mit relner NaCI- 
Losung behandelte Tiere als Kontrollen dienten. Es wurde das 
Schmerzmodell der Ratte nach Bennett veoA^endet. Aufgetragen sind 
jeweils die innerhalb von 2 min gezahlten Wegziehreaktionen der 
30 verletzten Pfote In Abhanlglgkeit von der Dauer nach der Operation 

(Operatlonstag - Tag 1). Es sind jeweils die MIttelwerte und Stan- 

t 

dardabweichungen von Gruppen mit 9 oder 10 Tieren gezeigt. Die 



Fig. 8 



10 



Fig. 9 



15 



20 
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Applikatioii erfindungsgemader siRNA bewirkte an den Tagen 2, 3 
und 4 eine Verminderung der Wegziehreaktionen von etwa 30 auf 
13, 10 bzw. 20 (A), wahrend die Kontroll-RNA (Sense-Strang der 
siRNA) keine signifikante analgetische Wirkung zeigte (B). 

5 

Fig. 1 1 In FIgur 1 1 1st die Stabilitat von modifizierten DNA-Enzymen Im Zell- 

kultunnedlum dargestellt. HIerzu wurden die DNA-Enzyme bei einer 
Endkonzentration von ^^M in DMEM mit 10%igem fdtalen Rinderse- 
rum inkublert. Allquots wunden zu bestlmmten Zelten entnommen 
10 und die verbleibende Menge von Volliangenoligonukleotiden wurde 

durch Poiyacrylamld-Gelelektrophorese bestimmt. Durchschnlttllche 
l-lalbwertszeiten und Haibwertszeiten (.half life"), norfnalisiert ge- 
genuber nicht-modifiziertem DNAzym aus drei.Experimenten werden 
angegeben. Die Bedeutungen der Abkurzungen sind in der Tabelle 4 

15 angegeben. 

Modifikationen der Bindungsamie mit LNA-Nukleotiden und 
Phophorthtonaten erhdhte die Halbwertszeit von 2h auf ca. mehr als 
20 h. Ein invertiertes Thymidin am 3^-Ende eriiolite die Stabilitat urn 
den Faktor 10. 2*-OMethylmodifikattonen, die aussGhiie&licii an den 

20 Bindungsarmen angeordnet sind, enwiesen sich als anderen Modifi- 

kationen deutlich unterlegen (Haibwertszeiten von ca. 6,5 h). Das 

4 

neu entworfene DNAzym DH5 E (mit 2'-0-Methyinukleotiden an bei- 
den Bindungsamien und dem katalytischen Zentrum) erwies sich als 
gegenuber Degradation ausgesprochen resistent. Die Halbwertszeit 
25 wurde auf 25 li ertidht. 



Fig. 12 Figur 12 stellt einen Verglelch der Stabilitat von DNAzymen gegen- 
uber der S1-Endonuklease dar. DNAzyme wurden bei einer Kon- 
zentration von 2^M mit 0,4 U SI Endonuklease inkublert pro 100 
30 pmol DNAzym inkublert. Aliquots wurden zu entsprechenden zelt- 

punkten abgenommen. Volllangen- und abgebaute Oligonukleotide 
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wurden auf einem 20%igen denaturierendem Polyacrylamidgel se- 
pariert. Halbwertszeiten und relative Stabllitat, normalisiert gegen- 
uber nicht-modifiziertem DNAzym sind angegeben. 

WIe aus FIgur 12 erkannt werden kann, wird unmodifiziertes DNA- 
zym und DNAzyme mit invertlertem Thymldin und 2'-0-Methyl RNA 
"end-blocks" fast vollstandig nach 30 Minuten mrt elner Halbwerts- 
zelt von ca. 8 Minuten abgebaut. Die Oligonukleotide, die LNA- 
Monomere entliaiten, werden nur schwach durch Etliidiumbromid 
angefarbt Es kann erkannt werden, dali das DNAzym, das durch 
die Einfuhrung von LisiAs in den Substraterkennungsannen stabili- 
siert wurde, stabiler gegenuber S1-Endonukiease als das unmodifi- 
zierte DIMAzym war. DH5-Thio zeigte eine zweiphasige Degradati- 
onskurve, was auf die chirale Natur der modifizierten Nukleotide zu- 
ruckzufuhren 1st UngefShr 50% der Startmenge wird durch die En- 
donuklease mit einer Halbwertszelt von ca. 13 Minuten abgebaut. 
Die andere Halfte unteriiegt einer viel langsameren Degradations- 
konstante. Das optimierte DNAzym mit 2-0-Methyl-l\/k)nomeren im 
katalytischen Kern und in den Substraterkennungsannen hat die 
langste l-lalbwertszeit aller untersuchten modifizierten Enzyme. Sei- 
ne Stabllitat wird mehr als zweifach gegenuber dem unmodifizierten 
DNAzym erhoht. 



25 Fig. 13 In Figur 13 werden die erfindungsgemaBen Modifikafcnen von op- 

timierten DNAzymen dargestellt. Hierbei zeigt die linke Darstellung 
in FIgur 1 3 DNAzyme gegen das 5'-NTR (nicht-translatierte Region) 
von HRV14 (DH5) und gegen VR1 mRNA (DV15) auf der rechten 
Seite und ihre jeweiligen Substrate RNAs. Die Position der Ziel- 

30 RNAs, die durch die DNAzyme gebunden sind, werden indiziert und 

die Nukleotide, an welchen 2 -O-Methyl-RNA-Monomere in die DNA- 
zyme eingefuhrt wurden, sind marklert. 
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Die foigenden Ausfuhrungsbeispiele eriautem die vorliegende Erfindung naher, 
ohne sie einzuschranken. 

5 

Beispiel 1 
DNA-Enzyme 

10 Es wurden DNA-Enzyme mit den foigenden Sequenzen untersucht 
1 . DNA-Enzyme gegen VR1 

DV15-9: ATGTC6TGGG GCTAGCTACAACG AGATTAGG 
15 DV15-7: GTCGTGGG GCTAGCTACAACG AGATTAGG 

(Substratericennungsamfie unterstrichen) 

DV15-Konstnj|<te sind gegen das 15. GUC der mRNA des liumanen VR1 geiich- 
tet. 

20 
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2. DNA-Enzyme gegen humanen Rhinovirus 14 

DH5-9: CCGG66AAAG 6CTA6CTACAACG AAGAAGTGCT 
5 DH5-8: CGGGGAAAG GCTAGCTACAACG AAGAAGTGC 
DH5-7: GGGGAAA 6GCTAGCTACAACG AAGAAGT6 

(Substraterkennungsrme unterstrichen) 

DHS-Konstrukte sind gegen die 5'-UTR des humanen Rhinovirus 14, gerichtet, 
10 eine Konsensussequenz, die zwischen zahlreichen Picomaviren mit einer Gmppe 
i liHRES homolog ist. 

Substrate 
15 1. VR1 mRNA 

w 

VR1 mRNA wurde durch in vitro Transl^ription hergestellt. Zunachst wurde die 
cDNA des VR1 in den Velrtor pcDNA3.1 (+) (Invitrogen) Idoniert. Anschlieliend 
erfolgte die In vitro Translcription mit dem Ribol\^ Large Scale RNA Production 
20 System - T7 (Promega) nach den Angal)en des Hersteilers. 

■ 

2. 5'-UTR des humanen Rhinovirus 14 

Die der 5'-UTR des humanen Rhinovirus 14 entsprechende DNA wurde im Velctor 
25 pCR2.1 (Stratagene) von Prof. Zeichhardt (Universltatsldinil<um Benjamin Franklin 
der Freien Universitat Berlin) erhaiten. Nach Linearisierung mit BarriHl wurde zur 
Gewlnnung der Ziel-RNA eine in vitro Translcription wie bei der VR1 mRNA 
durchgefuhrt. 
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Messung von DNA-En^maktiy^aten 

Enzymaktlvitaten wurden in 50 mM Tris-HCI pH 7,5 und 10 mM MgCI2 bei 37**C 
5 gemessen. Bei „Single Turnover^ (STO)-Kinetiken wurden die DNA-Enzyme im 
10-fachem Uberschuft (100 nM RNA-Substrat; 1 pM DNA-Enzym) zum Substrat 
venA^endet. Fur „Multipie Turnover (MTO)-Experimente wurde das RNA-Substrat 
im 10-fachen Oberschua (100 nM RNA-Substrat; 10 nM DNA-Enzym) eingesetzt. 
Es wurden jeweils Dreifadi-Bestimmungen durchgefulirt. 

10 

EinffuR von Modifikationen in den Substrateiiiennungsarmen auf die AKtivitStt von 
DNA-Enzymen 

Es wunjen die Alctivitaten der unmodifizierten DNA-Enzyme DH-5 und DV-15 mit 
15 9 Nukleotlden (DH5-9, DV15-9) bzw. 7 Nuldeotiden (DH5-7) aufweisenden Sub- 
straterkennungsamien mit folgenden in den Substraterkennungsannen chemiscfi 
modifizlerten DNA-Enzymen gleicher Basensequenz unter STO- und MTO- 
Bedingungen verglichen (Bei den 2'-0-Methyl-Ribose- und LNA-modifizierten 
Spezies befanden sicti die modifizierten Nukleotide jeweils am 5'-Ende des ersten 
20 Substraterkennungsamns (Abschnitt I) und am 3'-Ende des zweiten Substrater- 
kennungsarms (Abschnitt ill).)* 
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Tab 1.: DNA-Enzyme mit spezifischen Nukleotid-Modifikatlonen In den Sub- 

straterkennungsarmen 



Bezeichnung 


Lange der Amne 


Modifikation 


OMe9-4 


9 


2'-(>Methyi-Ribose, 4 Nukieotide 


OMe8-4 


8 


2'-0-Methyl-Ribose, 4 Nukieotide 


OMe7-3 




2'-0-Methyl-Rlbose, 3 Nukieotide 


OMe7-4 


7 


2'-0-Methyl-Ribose, 4 Nukieotide 


OMe7-5 


7 


2'-0-Methyl-Ribose, 5 Nukieotide 


OMe7-6 


7 


2'-0-Methyl-Ribose, 6 Nukieotide 


OMe7-7 


7 


2'-0-Methyl-Ribose, 7 Nukieotide 


OMe6-5 


6 


2'-0-Methyl-Ribose. 5 Nukieotide 


DH5-iT 


9 


invertiertes Thymidin, 1 Nukleotid 


DH5-Thlo 


9 


Phosphorthioat, 9 Nukieotide 


LH5-9/4 


9 


LNA-Ribose, 4 Nukieotide 


LH5-7/3 


7 


LNA-Ribose, 4 Nukieotide 


LH5-7/4 


7 


LNA-Ribose, 4 Nukieotide 



5 



Die Ergebnisse der Vergleichsexperimente mit den gegen humanen Rhinovirus 
14 (d.h. DH5-Konstrukte) sind in der Fig. 4 dargestelit, wobei die Aktivitat des un- 
modlflzlerten DNA-Enzyms mit 9 Nukleotiden langen Substraterkennungsanmen 
(DH5-9) gleich 1 gesetzt wurde. Die insbesondere fur in vivo Anwendungen ent- 

10 scheldenden Aktivitaten unter MTO-Bedlngungen zeigen, dass in den Substrater- 
kennungsamien modifizierte DNA-Enzyme keine wesentlichen AktivltatseinbuRen 
gegeniiber den unmodifizierten Vergleichskonstrukten (DH5-9 und DH5-7) auf- 
weisen. Dariiber hinaus ist festzustellen, dass 2'-0-Methyl-Ribose- und LNA- 
modifizierte Konstmkte, Insbesondere solche, bei denen nicht alle Nukieotide mo- 

15 difeiert sind bzw. eine Anpassung der Lange der Substraterkennungsamie vorge- 
nommen wird, eine gegeniiber dem nicht modifizierten Vergleichskonstrukt zum 
Teil vervielfachte Aktivitat zeigen. Bel 2*-0-Methyl-Ribose-modlfelerten (3, 4 bzw. 
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5 modifeierte Nukleotide, Substraterkennungsarme mit 7 Oder 8 Nukleotiden) er- 
geben sich Aktivitaten unter MTO-Bedingungen, die uber lOfach bis uber 20fach 
grower ais diejenigen der unmodifizjerten DMA-Enzyme sind. 

5 Bei dem DNA-Enzym gegen VR1 (DV1 5) ergab sich fur das Konstrulct mit 5 2-0- 
Methyl-Ribonukieotiden an den Enden von 7 Nukleotide langen Substraterken- 
nungsarmen im Vergleich zum unmodifizierten Konstrukt folgender Wert der An- 
fangsgeschwindigkeit unter IVITO-Bedingungen: 
DV1 5 (unmod .): 0,6 ± 0, 1 nM/min 
10 DV1 5-7/5: 1 ,7 ± 0.2 nM/min 

Somit ist das modifizierte Konstrukt gegen den VR1 melir als dreimal so aktiv wie 
das konespondierende unmodifizierte DNA-Enzym. 

IS Beispiel 2 

Abhangigkeit der ReakUonsgeschwindigkeit vom Schmelzpunkt zwischen DNA- 
Enzym und Substrat 

20 Die erfindungsgema&en Modifikationen 2'-0-Metliyl- und LNA-Ribonukleotlde er- 
liohen die Affinitat zum Substrat (d.h. der Sclimeizpunkt der zwischen dem Ab- 
schnitt I bzw. Ill mit der Targetsequenz gebildeten Helices erhoht sich). Fur eine 
optimale Aktivitat unter MTO-Blndungen ist jedoch auch eine effiziente Produkt- 
freisetzung erforderiich, weshalb die Affinitat zum Substrat nicht zu hoch sein soil- 

25 te. Wird daher bei den erfindungsgemail modifizierten DNA-Enzymen gemad vor- 
stehender Tab. 1 die Anfangsgeschwindigkelt unter MTO-Bedingungen (vmn) in 
Abhangigkeit von der Schmelztemperatur mit dem Substrat aufgetragen, so wird 
eine Korrelation 2:wischen der Schmelztemperatur und der ReakUonsgeschwin- 
digkeit beobachtet, die in erster Naherung einer Gauss-Verteilung um ein Opti- 

30 mum bei etwa 39°C angeglichen werden kann (Fig. 5). 
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Beispiel 3 

Einfluli von Modifikationen in der Kemsequenz auf die Akthntat von DNA- 
Enzymen 

5 

Die 15 Nukleotide der Kemsequenz von DH5 wurden einzein durch entsprechen- 
de 2'-0-Methyl-Ribonukleotide ersetzt und die Realdonsgeschwindiglceit unter 
MTO-Bedingungen, wie im Beispiel 1 angegeben, gemessen. Dabei wurde fest- 
gestellt, dal^ die Nuldeotide 2, 7, 8, 9, 11, 14 und 15 ofine Alctivitatsverlust gegen 
10 modlfzierte Nuldeotide ausgetausclit werden l<onnten (Fig. 6). Es ergab sich sogar 
ein Alctivitatsgewinn von mindestens 20%. 

Weiteriiin wurden die 6 Nuldeotide bei DI-15 zusammen gegen die 2'-0-Metiiyl- 
Ribose-modlfizierten Nukleotide ausgestauscht (Konstrukt CM6). Dabei blieb die 
15 Aktivitat gegenuber dem unmodifizierten Konstmkt im wesentlichen erhalten (Fig. 
4; vgl. CM6 mit DH5-9). 

Beim DNA-Enzym gegen den VR1 konnten die obigen Nukleotide der Kemse- 
quenz zusammen modifiziert werden, wobei die Aktivitat gegenOber dem unmodi- 
20 fizierten Konstrukt nicht nur erhalten blieb, sondem sogar eine gesteigerte Aktivi- 
tat beobachtet wurde: 

DV15(unmod.): 0,5 ± 0,1 nM/min 

DV1 5-CM6: 0,8 ±0,2 nM/min 

25 Beispiel 4 

GnfiuB der Kombination von Kemsequenz- und Substrateikennungsarm" 
Modifiliationen auf die AkOvitat von DNA-Enzymen 

30 Des weiteren wurde die Anfangsreaktlonsgeschwindigkeit unter MTO- 
Bedingungen beim DNA-Enzym gegen humanen Rhlnovirus 14 mit 7 Nukleotide 
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langen Substraterkennungsarmen untersucht, bel dem die Nukleotide 2, 7, 8, 1 1 , 
14 und 15 der Kemsequenz sowie jewells vom Ende der Substraterkennungsar- 
me 5 Nukleotide gegen entsprechende 2'-0-Methyl-Ribonukleotide ausgetauscht 
wutden. 

5 

Dabel ergab sich eine fast lOfach erhohte Aktivitat des modifizlerten, d.h. voll- 
standlg stabilisierten, gegenQber dem unmodifizierten Konstmkt: 

DH5-9 (unmod.): 0,21 ± 003 nM/mIn 

DH5-9 (vollst. stab.): . 2.0 ± 0,1 nM/min 

10 

Beispiel 5 

Vergleich der Effizienz der Inhibition der VR1 -Expression durch sIRNA mit ver- 
schiedenen/^tisense-Oligonukleotld'Konslrukten 

15 

siRNA und Antisense-Qliaonukleotide 

VRI-spezifische siRNA wurde bel IBA GmbH (Gottingen, Deutschland) oder 
MWG Biotech AG (Ebersberg, Deutschland) als entschutztes und entsalztes 
20 Duplexmolekul hergesteltt. Erflndungsgemalie siRNA 1st gegen die Zlelsequenz 
des Typs jaA(Ni9)TT gerichtet. Die Sequenzen der Besplelkonstukte sind in der 

« 

Tab. 2 gezeigt 
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m 

Tab. 2: Sequenzen von siRNA-Beispielkonstrukten 



Konstrukt 


Sense«Strang 


Antisense-Strang 




(Sinn-Strang) 


(Gegensinn-Strang) 


VsiRNAI 


5-GCGCADCUUCUACDUCAACdTdT-3' 


5'-GUUGAAGUAGAAGAUGCGCdTdT-3' 


VSIRNA2 


5'-GUUCGUGACAAGCAUGUACdTdT-3' 


5'-GOACADGCUUGUCACGAACdTdT-3' 


VsiRNA3 


5'-GCAUGUACAACGAGAUCUUdTdT-3' 


5'-AAGAUCUCGDUGDACADGCdTdT-3' 


VsiRNA4 


5'-CCGUCAUGACAUGCUUCUCdTdT-3' 


5'-GAGAAGCAUGUCAUGACGGdTdT-3' 


VsiRNAS 


5'-GAAUAACaCUCUGCCUAUGdTdT-3' 


5'-CAUAGGCAGAGAGUUAUUCdTdT-3' 


VsiRNAG 


5'-DGUGGGUAUCAUCAACGAGdTdT-3' 


5'-CUGGUUGAUGAUACCCACAdTdT-3' 



5 

Unmodifizierte und modiTizierte ODN und Phosphorthioate wurden von MWG- 
Biotech AG (Ebersberg, Deutschland) bezogen. 2'-0-MethyI-RNA wurde von IBA 
GmbH (Gottingen, Deutschland) erhaiten. LNA (LNA/DNA-Gapmere) wurden von 
Proligo (Boulder, CO, USA) bezogen. Die Sequenzen der Antisense- 
10 Oligonukleotide waren: 

V15: 5*-CATGTCATGACGGTTAGG-3' 
V30: 5'-ATCTTGTTGACGGTCTCA-3' 

IS Als Kontrollen wurden die folgenden invertierten Sequenzen verwendet: 

V15inv: 5'-ggattggcagtactgtac-3' 
V30lnv: 5'-actctggcagttgttcta-3' 

20 Bezuglich der siRNA diente deren Sense-Strang als Negativkontrolle. 

Der Sequenz von V30 entsprechende LNA/DNA-Gapmere enthielten acht oder 
zehn unntodifizierte DNA-Mononfiere im Zentrum und funf oder vier LNA- 
Monomere an jedem Ende. Das 2'-C)-Methyl-modifizierte V30-Oligonukleotid wur- 
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de ebenfeills als Gapmer rinit funf 2'-0-Methyl-Rlbonukleotiden an jedem Ende und 
acht Oligodesoxynukleotiden im Zentrum synthetisiert. 

t 

Zellkultur und Transfektion 

5 

COS-7-Zelien (NIerenfibroblasten des Afrikanlschen Griinaffen) wurden bel SJ^C 
in einer befeuchteten Atmosphare mrt 5% CO2 in DMEM (PAA laboratories, 
Deutschland), enttialtend 10% FCS (PAA laboratories, Deutscliiand), Penicillin 
(100 \xg/m\) und Streptomycin (100 yg/ml) (beide Antibiotika von Invltrogen, 

10 Deutschland), kultiviert. Die Zelleh wurden durch Verdiinnen (1 :10) vor dem En«i- 
chen der Konfluenz passagiert, urn sle in der exponentiellen Wachstumsphase zu 
halten. Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen trypsinisiert, in Medium 
ohne Antibiotika resuspendiert und in Platten mit 24 Vertiefungen in einer Dichte 
von 8 X 10"* Zeilen pro Vertiefung in einem Volumen von 600 [A iiberfuhrt Trans- 

15 fektionen wurden mit Lipofectamlne 2000 (Invitrogen, Deutschland) durchgefuhrt. 
Es vwjrde ein pcDNA3.1/CT-GFP-T0P0 Plasmid (Invitrogen, Deutschland), das 
fur das VR1-GFP-Fuslonsprotein codiert, verwendet. Fur jede Transfektion wur- 
den 1 |jg Plasmld-DNA und die Jeweilige Menge an Antisense-Oligonukleotid bzw. 
sIRNA mit 50 \i\ OPTIMEM (Invitrogen, Deutschland) vemnischt. In einem getrenn- 

20 ten Ansatz wurden fur jede Reaktion 2,5 yl Lipofectamlne 2000 zu 50 pi OPTI- 
MEM gegeben und fiir 5 min bel Raumtemperatur inkubiert. Beide Losungen wur- 
den vemiischt und zur Komplex-Bildung fur weltere 20 min bei Raumtemperatur 
inkubiert Die Losungen wurden dann zu den Zellen in der Platte mit 24 Vertiefun- 
gen gegeben, wobei das Endvolumen 600 pi betrug. Die Zellen wurden bei 37°C 

25 in Gegenwart der Transfektlonsldsung fOr mindestens 24 h InkubierL 

Fluoreszenzmikroskooie und Immunblot 

Die Transfektlonseffizienz und die Inhibition der Expression des VR1-GFP- 
30 Fuslonsproteins wurden durch Fluoreszenzmikroskople und Western-Blot analy- 
slert Das Medium wurde von den Zellen abgesaugt, 200 yl Phosphat-gepufferte 
Salzlosung (PBS) wurden zugefugt, und es wurden Fluoreszenzbilder unmittelbar 
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von den lebenden Zellen unter Verwendung eines Leica DM IRB Fluoreszenzmik- 
roskops auligenommen. 

Fur Westem-Blot-Experimente wurden die Zellen unmlttelbar In Flatten mit 24 
Vertiefungen mit Lyslspuffer (125 mM Tris-HCI pH 6,8, 4% SDS, 1,4 M p- 
Mercaptoethanol, 25% Glycerin und 0,05% Bromphenolblau) lyslert. Das gesamte 
Lysat wurde fiir 5 min bei 95°C gekocht, und es wurden jewells glelche Protein- 
mengen In 10% Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt. Der Transfer der aufgetrennten 
Protelne auf PVDF-Menbranen (Amersham, Deutschland) wurde mit einem Blot- 
Gerat im Halbtrocken-Verfahren (BloRad, Deutschland) durchgefuhrt. Fur Immun- 
reaktionen wurden die Membranen mit einem GFP-Antiserum (Invltrogen, 
Deutschland) (Verdunnung 1:5000) inkublert Sekundarantikorper waren mrt Alka- 
lischer Phosphatase (AP) (Chemlcon, Deutschland) gekoppelt und wurxlen 1 :5000 
verdunnt. Als Chemilumineszenzsubstrat wurde CDP-Star (Roche, Deutschland) 
verwendet. Urn zu uberpriifen, dass gleiche Protelnmengen aufgetragen wurden, 
wurden die Membranen elner welteren Immunreaktion mit einem monoklonalen 
Mausantikorper gegen Aktin (Chemicon, Deutschland) untenvorfen, 

Quantifizieruna von Antisense-Effekten auf Proteinmenaen 

Proteinmengen auf Western-Blots wurden mit Hllfe der Quantity One Software 
(BioRad, Deutschland) quantifiziert. Die Antisense-Effekte wurden durch teilen der 
Menge des VR1 -Proteins in Gegenwart der Antisense-Oiigonukleotide oder 
sIRNA bzw. der Kontroll-Oligonukleotide berchnet. Samtliche Werte wurden auf 
die Menge von Aktin als intemem Standard nomiiert. Die Werte wurden nahe- 
rungsweise an eine sigmoidale Boltzmann-Gleichung unter Venvendung der Ori- 
gin Software (MIcrocal Software, Northampton, MA, USA) angepasst, urn IC50- 
Werte abzuschatzen. Es wurden Mittelwerte und Standardabweichungen dreier 
unabhangiger Bestimmungen berechnet 
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Veraleich der Inhibition der VR1 -Expression durch siRNA und Antisense- 
Oliaonukleotlde 



Es wurden in einer Saugerkulturzelllnie die Iniiibltionswiilcungen bezugiidi der 
5 Expression von VR1 (hien Vrl-GFP-Fusionsprotein) von VR1 -spezifischer siRNA 
und 18-nieren Antisense-ODN gegen die Zieistelle V30 verglichen, wobel letztere 
als vollstandig Phospliortiiioat-modffiziertes Konstrulct, als 2'-0-l\^ethyl- oder als 
Ll^-Gapmer vorlagen. Das VR1-GFP-PIasmid wurde zusammen mit den ver- 
sciiiedenen Antisense-Molelculen bzw. mIt der sllRNA im nanomoiaren Konzentra- 
10 tionsbereich cotransfizlert 

■ 

Alle erfindungsgemalien sIRIMA-Spezles fuhrten zu einem Antlsense-Effekt (Inhi- 
bition der VR1 -Expression) von deutllch iiber 50%. Vier der sechs verwendeten 
Belspielkonstrukte (VsiRNAI . VslRNA2. VslRNA3 und VsiRNAS, vgl. vorstehende 
IS Tab. 2) fuhrten zu elner Inhibition der VR1 -Expression von weit uber 80%. Die 
erfindungsgemaae siRNA mit dem starl^sten Antisense-Effekt (VsiRNAI) wurde 
fur die folgenden Vergleichsexperimente herangezogen. 

Wie die fluoreszenzmikroskopischen Aufhahmen zeigen (Fig. 7A), inhibiert die 
20 SiRNA die VR1-GFP-Expression berelts bei elner Konzentratlon von 10 nM voll- 
standig. Das LNA-Gapmer fuhrt erst bei einer Konzentratlon von 25 nM zu einer 
weltgehenden Hennnterreguiation der VR1-GFP-Expression. Eine partieller Anti- 
sense-Effekt konnte beim Phosphorthioat-modifizierten ODN bei hdherer Kon- 
zentratlon beobachtet warden, wahrend das 2'-0-l\/lethyl-modifizierte Oligonukieo- 
25 tid im beobachteten Konzentrationsbereich keine Suppression der VR1-GFP- 
Expression hervorrief. 

Die Antlsense- und siRNA-Experimente wunden durch Westem-Blot genauer ana- 
lysiert (Fig. 7B). Zum Verglelch wurden Oligonukleotide identischer Ausgestal- 
30 tung, aber invertierter Sequenz verwendet. Die Westem-Blot-Experimente besta- 
tigen die mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie erhaltenen Ergebnisse. Somit er- 
gaben beide Vorgehensweisen - Fluoreszenzmikrosopie und Westem-BIot - fur 
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das jeweilige Konstrukt die gleiche Reihenfolge der Effizienz der Blockierung der 
VR1-Genexpression: siRNA > LNA-Gapmer > Phosphorthioat-ODN > 2'-0- 
Methyl-modifiziertes Oligonukleotid. 

5 Abschatzunq von ICgyWerten 

Urn das Potential der verschiedenen Strategien - siRNA versus Antisense-ODN - 
zu quantifizieren, wurden ICso-Werte mit Hilfe von Experimenten im geeigneten 
Konzentrationsbereich fur die siRNA bzw. jedes Antisense-Oligonuldeotid durch- 
10 gefuhrt (Fig. 8). Die Ergebnisse der quantitativen Auswertung (Mittelwerte von 
Dreifach-Bestimmungen) sind in Fig. 9 gezeigt. Die iCso-Werte sind in der Tab. 3 
zusammengefasst. 

Tab. 3: ICso-Schatzwerte (Einzelbestimmungen dreier unabhangiger Expe- 

» 

15 rimente, deren l\/litteiwerte und Standardabweichungen) 



1 


ICso, 1 . Exp. 
[nMI 


ICso. 2. Exp. 
[nM] 


ICso, 3. Exp. 
[nM] 


ICso, Mfttelwert 

[nM] 


Thio 


48.9 


61.0 


85.7 


70 ±20 


LNA 


0,47 


0,34 


0,37 


0,4 ± 0.07 


2'-0me 


211,4 


197,5 


264,8 


220 ±10 


SiRNA 


0.043 


0,065 


0,081 


0.06 ± 0,02 



Wie berelts anhand der fluoreszenzmlkroskopischen Analyse und der Inaugen- 
scheinnahme der Ergebnisse der Westem-Blot-Experimente festgestellt werden 

20 Iconnte, zeigt die erfindungsgemalie siRNA ein extrem hohes Potential bezuglich 
der Inhibition der VR1 -Expression, wobei bereits ein signifikanter Effekt bei einer 
Konzentration von nur 0,05 nM auftritt und ein ICso-Wert von 0,06 nM gemessen 
. wird. Im Vergleicli mit ubilcherweise ven/vendeten Phosphorthioat-modifizerten 
Antisense-ODN en/veist sich damit die erfindungsgemalto siRNA ais etwa 

25 lOOOfach wirksamer. Das im Vergieich zu ublichen Antisense-Oligonukleotiden 
bereits optimierte LNA-Gapmer ist der erfindungsgemal^en siRNA mit einem 
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6,5fiach hoheren ICso-Wert ebenfalls deutlich unteriegen, wahrend die siRNA mehr 
als SOOOfach starker wirkt ais das 2'-OMethyl-Gapmer. 

5 

Beispiel 6 

WirksamkeK von sIRNA gegen VR1 bei der Schmerzbehandlung in vivo 
10 Schmerzmodell der Ratte nach Bennett 

Die analgetische Wirkung der erfindungsgemalien siRNA von Beisplei 5 wurde im 
Ratten-Modeli in vivo untersuciit. 

15 Neuropathlscher Schmerz tritt u.a. nacli Scliadigung peripherer oder zentraler 
Nerven auf und iasst sicli dementsprechend tierexperimentell durcli gezielte l^si- 
onen einzeiner Nerven induzieren und beobachten. Ein Tiermodeii ist die Nerven- 
l§sion nach Bennett (Bennett und Xie (1988) Pain 33: 87-107). Im Bennett-IVIodell 
wird der Ischiasnerv unilateral mit iosen Ligaturen versehen. Es ist die Entwick- 

20 lung von Anzeichen des Neuropathieschmerz zu beobachten und kann mittels 
thermischer oder mechanischer Allodynle quantifiziert werden. 

Hierzu wurden mannliche Spragu&-Dawley-Ratten (Janvier, Frankreich) mit einem 
Gewicht von 140 bis 160 Gramm zunachst mit Pentobarbital (50 mg pro kg Kor- 

25 pergewicht der Ratte Nembutal®, i.p., Sanofi, Wirtschaftsgenossenschatt deut- 
scher Tierarzte eG, Hannover, Deutschland) betaubt Anschlieliend wurden ein- 
seitige mehrfache Ligaturen am rechten IHauptischiasnen^ der Ratten vorgenom- 
men. Hierzu wurde der Ischiasnerv auf der Hdhe der Oberschenkelmitte freigelegt 
und vier lockere Ligaturen (softcat®chrom USP 4/0, metric2, Braun Melsungen, 

30 Deutschland) wurden so urn den Ischiasnerv gebunden, dali die epineurale 
Durchblutung nicht unterbrochen wurde. Der Operatlonstag war Tag 1 . 
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Die Allodynie wurde ab Tag 2 auf einer Metallplatte getestet. die mit Hllfe eines 
Wasserbads auf eine Temperatur von 4°C temperiert wurde. Die Ratten wurden 
vor der intravenosen Applil<ation der jeweiligen Losung in Gruppen von 9 oder 1 0 
Tieren au^eteiit. Zur Uberprtifung der Allodynie wurden die Ratten auf die kaite 
5 Metallplatte gesetzt, die sich in einem Plastiidcafig befand. Dann wurde uber einen 
Zeitraum von zwei i\/linuten vor der Applikation einer Losung gezahit, wie liaufig 
die Here mit ilirer geschSdigten Pfote von der gelcuhlten Metallplatte lieftig zu- 
riickzucken (Vonvert). Dann wurden die Losungen, enthaltend 3,16 pg (5 pi) ©r- 
findungsgemaae siRNA in 15 pi NaCI oder 3.16 pg (5 pi) Kontroll-RNA (Sense- 
10 Strang der siRNA) in 15 pi NaCI i.i appliziert, und die Anzahl der WegziehfBalctio- 
nen wurde jeweils nach 60 min wiedemm fur 2 min gezahit (Testwert). Die Mes- 
sungen wurden an 4 aufeinanderfolgenden Tagen (Tage 2 bis 5) durchgefuhrt 
Tiere. denen reine NaCI-Losung appliziert wurde. dienten sowohl bei den Experi- 
menten mit siRNA als auch mit Kontroll-RNA als Vergleichsgruppe. 

15 

Die erfindungsgema&e siRNA zeigte in diesem Sctimerzmodell eine starke anal- 
getische Wirkung. wie die Vemiinderung der Wegzlehreaktionen von bis zu etwa 
1/3 gegenOber der NaCI-Kontrolle an den Tagen 2 bis 4 zeigt (Fig. 10A). Im Ver- 
gleich dazu war die Kontroll-RNA unwirksam (Fig. 1 0B). Eine einmalige it-Gabe 
20 von 1 ng siRNA fuhrt zu einer deutlichen und langanhaltenden anti-alkxJynischen 
Wirkung in der Kaite-Allodynie. 

Beispiel 7 

25 

Kinetische Analyse mit lanaer Ziel-RNA nona target RNA") 

Die kinetischen Experimente mit "long target RNA" wurden in 50 mM Tris-HCI, 10 
mM MgCl2 und 1 U/^l RNAsin durchgefuhrt, um unspezifische RNA-Degradation 
30 zu venneiden. Die DNAzyme wurden fur 2 Minuten bei 65*0 denaturiert und dann 
auf ST'C gekuhlt. Die Reaktionen wurden durch Hinzugabe von DNAzym zu 100 
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nM „iong target* Losung gestartet. Die Enzymkonzentration fQr einzelne und mul- 
tiple "turn over" Experimente waren IpM und 10 nM. Aliquots wurden nach defi- 
nierten Intervallen wahrend der ersten 10% der Reaktion im Falle multipler "turn 
over" Bedingungen und wahrend einer verlangerten Periode fur Einzel-'tum ovei^- 

5 Untersuciiungen abgenommen. Die Reaktion wurde durch Hinzugabe von 83 mM 
EDTA und Elskuhlung gestoppt. Die Spaltungsreaktionen wurden durcli Agarose- 
gelelektrophorese und Ethidlumbromid-Markierung analysiert. Die Bandenintensi- 
taten wurden mit Hilfe der Quantify One Software (Bio-Rad, Munclien, Deutsch- 
land) quantifiziert. Die Daten wurden welter durch 'fitting" analysiert (entweder 

10 linear zum Erhatt eIner initialen Geschwindigkeit wm fur Substratubersdiultexpe- 
rimente oder mit einer Einzelexponentialfunktion zum Erhalt der beobachteten 
Spaltungsgeschwindigkeit fur Enzymuberschullexperimente und VenA/endung von 
Origin (Microcal Software, Northampton, MA). Die Werte sind Mittelwerte ± Stan- 
dardabweichung von mindestens 3 unabhangigen Experimenten. 

15 

Stabilitateassav 

Resistenz gegenuber nukieolytischem Abbau von verschiedenen DNAzymen Im 
Zellkuttumnedium wurde bewertet. DNAzym (1 nM) wiirde in DMEM (Cytogen, 

20 Sinn. Deutschland), enthaltend 10% FCS (PAA Laboratorien, LInz, Osterreich) bei 
37<*C inkubiert. Die Proben wurden zu definierten Zeitpunkten zwischen 0 und 72 
Stunden abgenommen und die andauemden Reaktionen wurden durch die Hin- 
zugabe von einer gleichen Menge von 9 M Hamstoff in TBE und nachfblgendem 
Einfrieren in flusslgem Stickstoff unterbrochen. Die Oligonukleotide wurden Phe- 

25 nol-exbrahiert und bei -20*'C uber Nadit durch Hinzugabe von Natriumacetat, pH 
5,2 prazipitiert, so dali eine Endkonzentration von 0,3 M und Zugabe von 2.5 vol 
Ethanol erfolgte. Das Prazipitat wurde mit 70% Ethanol gewaschen und in einer 
geeigneten Menge Wasser resuspendiert Nach Denaturierung fur 5 Minuten bei 
85°C wurden Abbauprodukte auf 20%lgem denaturierendem Polyacrylamidgel 

30 separiert. Weitere Analyse wurde unter Venvendung des Quantity One Pro- 
gramms (Bio-Rad, Munchen, Deutschland) durchgefuhrt. Die Halbwertszeiten von 
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DNAzym wurden durch Titting" der Menge des Volllangenoligonukleotids bei ver- 
schiedenen Zeitpunkten zu einer Exponentionalfunktion erster Ordnung unter Ver- 
wendung von Origin (Microcal Software, Nortampton, MA) ertialten. 

Urn die Stabilitat von DNAzym gegenuber endonukleolytlschem Abbau zu mes- 
sen. wurden 2 Oligonuldeotide mit 0.4 U SI Endonuldease (Pcomega, IVIadi- 
son, Wl) pro 100 pmol DIsiAzym im Puffer des Herstellers (50 ml\^ Natriumacetat, 
pH 4,6, 280 mM NaCI, 4,5 n\M ZhSOa) inkubiert. Aliquots wurden nach definierten 
Zeiten in intervalien zwischen 0 und 180 Minuten abgenommen. Die Reaktionen 
wurden durch Erhitzung auf OS^C fur 3 Minuten und nachfblgendes Einfrieren in 
flussigem Stickstoff unterbrochen. Die Oligonukleotide wurden durch Ethanol pra- 
zipitiert und weiterbehandelt, wie oben fur den Stabiiitatsassay im Zeilkultumiedi- 
um beschrieben. Die angegebenen Werte sind Durchschnrttswerte ± Standard- 
abweichung von mindestens 3 unabhangigen Experimenten. 
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Tab.4 



DNAzym 


Armlange 


Modiftkation 


Tm 

rc) 


w 

(min ) 


( nM*mn ) 


DH5-9/0 


9 


kerne 


32 


0.057±0.0O5 


0.21±0.03 


DH5-7/0 


mm 

7 


kerne 


ad. (<25) 


0.033±0.002 


n.d. (<0.05) 


DH5-iT 


9 


invertiertes T am 3' Ende 


33 


0,052±0.005 


0.19±0.01 


DH5-Thio 


9 


all-'Pnosphoiofhioat Bin- 


27 


0.009±0.001 


n.d.(<0.05) 






dungsanne 




o 


4 JLlN A imaolocke 


63 


0.24±0.02 


0.08±0.02 


LH5-7/3 


7 


3 LNA Endbldcke 


48 


0.45±0.01 


1.2db0.1 


L115-7/4 


7 


4 LNA Endblocke 


61 


0.44±0.05 


0.45±0.09 


DH5-OMe9/4 


9 


4 OMe Endbldcke 


47 


0.11±0.01 


1.2±0.1 


DH5-OMe8/4 


8 


4 OMe Endbldcke 


44 


0.29±0.01 


2.8±0.5 


DH5-OMe7/3 


7 


3 OMe Endbldcke 


32 


0.12±0.03 


3.8±0.3 


DH5-OMe7/4 


7 


4 OMe Endblocke 


37 


0.31±0.01 


4.7±0.4 


DH5-OMe7/5 


7 


5 OMe Endblocke 


39 


0.5±0.1 


4.7±0.9 


DH5-OMe7/6 


7 


6 OMe Endblocke 


44 


0.23±0.06 


1.9±0.5 


DH5-OMe7/7 


7 


7 OMe Endbldcke 


47 


0.027±0.006 


0.21±0.02 


DH5-OMe6/5 


6 


5 OMe Endbldcke 


26 


0.17±0.01 


1.1±0.2 


DH5-CM6 


9 


6 OMe im katalytisclien 
Zentrum 


31 

• 


0 06±0 01 


0 09±0 01 


DH5E 


7 


5 OMe ^dbldcke; 
6 OMe im katalytischen 
Zentrum 


39 


0.57±0.07 


2.0±0.2 


DV15 9/0 


9 


keine 


37 


0.9±0.1 


0.5±0.1 


DV15-OMe7/5 


7 


5 OMe Endbldcke 


40 


0.83±0.07 


1.7±0.2 


DV15-CM6 


9 


6 OMe im katalytischen 
Zentrum 


36 


0.43±D.03 

• 


0.8±0.2 


DV15E 


7 


5 OMe Endbldcke; 


37 


0.05±0.01 


n.d.(<0.05) 






6 OMe im katalytischen 










Zentnim 








DV15E4 


7 


4 OMe Endbldcke, 
6 OMe im katalytischen 
Zentrum 


36 


0.31±0.08 


1.3±0.2 



5 

In Tabelle 4 slnd die untersuchten DNAzyme mit Ihrer jeweillgen Armlange und 
den entsprechend vongenommen Modifikationen dargestellt. Weiterhin enthalt 
Tabelle 4 den Schmelzpunkt (Tm (°C)) und die beobachteten Spaltungsgeschwin- 
digkelten (mln*^) (kobs) in Einzel-'lum ovei^-Experimenten und die initialen Ge- 
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schwindlgkeiten (vmiO in multlplen „tum over* Experimenten O'eweils mit "long tar- 
get" RNA). In den Bezeichnungen der DNAzyme 1st vor dem Schragstrich Jewells 
die Anzahl der Nukleotide in jedem Bindungsami genannt. Die Angabe nach dem 
Schragstrich bezieht sich auf die Anzahl der modffizierten Nukleotide in jedem 
Bindungsarm. Die Abkurzung OMe steht fOr die 2-0-Methyl-Modlflkatlon. Die Ab- 
kQrzung IT steht fur 3'-invertlertes Thymldin. Thio bedeutet, dali die Bindungsar- 
me alle Phosphorthioate enthalten. L steht fur LNA-Modiflkation. Tm gibt die 
Schmelztemperaturen der Zlelmolekiil/Enzym-Duplexe an. 



Tab. 5 





VMt 




tl/2 


Performance 






um 


Sl-Nucl. 


index 


DH5-9/0 


1 


1 


1 


1 


DH5-Thio 


<0.23 


11.5 


1-6 


<4 


DH5-iT 


0.9 


11.5 


1 


10 


DH5-OMe7/5 


22.4 


3.5 


1 


78 


LH5-7/3 


5.7 


9.5 


1.5 


81 


DH5E 


9.7 


12.5 


2.1 


255 



Tabelle 6 enthalt eine Zusammerjfassung der Ergebnisse fiir verschiedene modi- 
fizierte DNAzyme Im Vergleich. Hierbei ist die Initlalgeschwindlgkeit unter den 
verschiedenen tum over Bedingungen, namlich Im Zellkulturmedlum und die Sta- 
bilitat gegenuber Endonuklease SI angegeben. Alle Werte sind normalisiert ge- 
genuber unmodlfizertem DNAzym. Ein Index des Gesamtergebnisses der modlfi- 
zlerten DNAzyme aus drei Werten ist in der letzten SpaKe angegeben. In HInblIck 
auf die venwendeten Abkiirzungen wird auf Tabelle 4 bzw. die zugehorigen Eriau- 
terungen verwiesen. 
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Patentanspruche 

1. DNA-Enzym vom Typ 10-23, umfassend von 5' nach 3' einen ersten 
Substraterkennungsarm (Abschnitt I), eine katalytische Kemsequenz 
(Abschnitt II) und eInen zweiten Substraterkennungsarm (Abschnitt IH), 
wobei eines Oder mehrere der Nukleotide 2, 7, 8, 11, 14 und 15 des Ab- 
schnitts II modlfiziert Ist^slnd. 

2. DNA-Enzym nach Anspmch 1 , wobei alle der Nukleotide 2, 7, 8, 1 1 , 14 
und 15 des Abschnitts II modifiziert sind. 

3. DNA-Enzym nach Anspruch 1 Oder 2, wobei eines Oder mehrere der 
Nukleotide des Abschnitts I und/oder des Abschnitts III modifiziert 
ist/sind. 

4. DNA-Enzym nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei das/die modifi- 
zierte(n) Nukleotkl(e) aus der Gruppe. bestehend aus Phosphorthioat- 
Nukleotiden, invertertem Thymidin, 2'-0-Methyl-Ribonukieotiden und 
LNA-Ribonukleotiden, ausgewahit ist/sind. 

5. DNA-Enzym nach Anspruch 3 Oder 4, wobei 3 bis 5 Nukleotide des Ab- 
schnitts I und/oder des Abschnitts Hi modifiziert sind. 

6. DNA-Enzym nach Anspruch 5, wobei sich die modifizierten Nukleotide 
am 5'-Ende des Abschnitts i und/oder am 3'-Ende des Abschnitts III be- 
finden. 
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ONA-Enzym nach Anspruch 5 Oder 6, wobei die modifizierten Nukleoti- 
de des Abschnitts I und/oder des Abschnitts III 2'-0-Methyl- 
Ribonukleotlde oder LNA-Rlbonukleotide sind. 

DNA-Enzym nach einem der Anspniche 1 bis 7, wobei der Abschnitt I 
und/oder der Abschnitt III nicht mehr als 8 Nukleotide unrfasst. 

DNA-Enzym nach Anspruch 6, wobei der Abschnitt I und/oder der Ab- 
schnitt III 7 Nuldeotide umfasst. 

DNA-Enzym nach Anspruch 3 oder 4. wobei aile Nukleotide des Ab- 
schnitts i und/oder des Abschnitts III Phosphorthioat-Nukleotide oder 
2'-0-l\/lethyl-Ribonukleotide sind. 

DNA-Enzym nach einem der Anspriiche 3 bis 10, wobei die Schmelz- 
temperatur der zwischen den Abschnitten I und Hi und dem Zielmolekui 
gebiideten Doppeistrange etwa 33 bis etwa 42°C betiagt 

DNA-Enzym nach einem der Anspruche 1 bis 11, wobei der Abschnitt 11 
die folgende Konsensussequenz von 5' nach 3' aufweist: 

GGMTMGH ( N ) DMNNMGD 

mit M = A Oder C; 

H = A, C, Oder T; 
D = G, A Oder T; und 
N = irgendeine Base. 

DNA-Enzym nach einem der Anspruche 1 bis 12, das gegen die mRi^ 
des Vaniiloid-Rezeptors 1 (VR1) gerichtet ist. 

DNA-Enzym nach Anspruch 13, wobei die Abschnitte I und 111 von 5' 
nach 3' die folgenden Sequenzen oder eine in einem Nukleotid davon 
abweichende Sequenz aulweisen, mit der Mafigabe, da& sich das von 
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den angegebenen Sequenzen abweichende Nukleotid nicht an einer 
der ietzten drei Posltionen des Abschnltts I und nIcht an einer der ersten 
3 Posittonen des Abschnitts III befindet: 



Abschnitt 1 


Abschnitt III 


GTCATGA 


GGTTAGG 


TGTCATGA 


GGTTAGGG 


ATGTCATGA 


GGTTAGGGG 


GTCGTGG 


GATTAGG 


TGTCGTGG 


GATTAGG 


ATGTCGTGG 


GATTAGG 


TTGTTGA 


GGTCTCA 


CTTGTTGA 


GGTCTCAC 


TCTTGTTGA 


GGTCTCACC 


TTGTTGA 


AGTCTCA 


CTTGTTGA 


AGTCTCAN 


TCTTGTTGA 


AGTCTCANN 


GGCCTGA 


CTCAGGG 


CGGCCTGA 


CTCAGGGA 


TCGGCCTGA 


CTCAGGGAG 


TGCTTGA 


CGCAGGG 


CTGCTTGA 


CGCAGGGN 


TCTGCTTGA 


CGCAGGGNN 


6TGTGGA 


TCCATAG 


GGTGTGGA 


TCCATAGG 


TGGTGTGGA 


TCCATAGGC 


ACGTGGA 


TCAGACG 


GACGTGGA 


TCAGACGN 


CGACGTGGA 


TCAGACGNN 


GTGGGGA 


TCAGACT 


GGTGGGGA 


TCAGACTC 


GGGTGGGGA 


TCAGACTCC 
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GTGGGTC 


GCAGCAG 


AGTGGGTC 


GCAGCAG 


GAGTGGGTC 


GCAGCAG 


CGCTTGA 


AAATCTG 


GCGCTTGA 


AAATCTGT 


TGCGCTTGA 


AAATCTGTC 


CGCTTGA 


GAATCTG 


GCGCTTGA 


GAATCTGN 


TGCGCTTGA 


GAATCTGNN 


CTCCAGA 


ATGTGGA 


GCTCCAGA 


ATGTGGAA 


AGCTCCAGA 


ATGTGGAAT 


CTCCAGG 


AGGTGGA 


GCTCCAGG 


AGGTGGA 


AGCTCCAGG 


AGGTGGA 


GGTACGA 


TCCTGGT 


GGGTACGA 


TCCTGGTA 






GGTGCGG 


TCTTGGC 


GGGTGCGG 


TCTTGGC 


CGGGTGCGG 


TCTTGGC 


mit N = 


irgendeine Base 



15. siRNA, die gegen eine Zielsequenz der VR1 -mRNA gerichtet ist. welche 
die allgemeine Stmlctur 5'-aa(Ni9) tt-3' aufweist. 

16. sIRNA nach Anspruch 15, wobei die Zielsequenz aus der Gruppe, be- 
stehend aus 5'-aagcgcaucuucuacuucaactt-3', 5- 

AAGUUCGUGACAAGCAUGUACTT-3', 5'-AAGCAUGUACAACGAGAUCUUTT-3', 
5'-AACCGUCAUGACAUGC0UCUCTT-3', 5'-AAGAA0AACUCUCUGCC0AUGTT- 

3' und 5'-aauguggguaucaucaacgagtt-3'. ausgewahit ist. 
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17. siRNA nach Anspruch 16. die aus den folgenden Duplexmoiekulen 
ausgewahit ist: 

■ 

Sense*Strang/Antisense-Strang 

5'-GCGCAUCUUCUAC0UCAACdTdT-3V5'-GUaGAAGUAGAAGADGCGCdTdT-3', 
5*-GUUCGUGACAAGCAUGDACdTdT-375'-GDACADGC0UGUCACGAACdTdT-3\ 
5'-GCAUGUACAACGAGAUCOUdTdT-375-AAGAOCOCGOUGUACAOGCdTdT-3', 
5'-CCGUCAaGACAUGCDOCaCdTdT-3V5'-GAGAAGCAOG0CAUGACGGciTdT-3', 
5'-GftADAACUCOCDGCCUAaGdTdT-3V5'-CAUAGGCAGAGAGDUADOCdTdT-3'Und 

5'-DGUGGGDAOCAUCAACGAGdTdT-375'-CaCGODGADGAOACCCACAdTdT-3'. 



18. Wirtszelle, enthaitend mindestens ein DNA-Enzym nach einem der An- 
sprQche 1 bis 14 und/oder eine siRIMA nach einem der AnsprQche 15 
bis 17, wobei die Wirtszelle keine humane Keimzelle und keine humane 
embryonale Stammzelle ist 



1 9. Wirtszelle nach Anspmch 1 8, die eine Saugetlerzelle ist. 



20. Wirtszelle nach Anspruch 19, die eine humane Zelle ist 

20 21 . Verfahren zur Henjntenregulation der Expression eines Gens, umfas- 

send das Einbringen mindestens eines DNA-Enzyms nach einem der 
AnsprOche 1 bis 17 in eine das Gen exprimierende Zelle. 

22. Verfahren nach Anspruch 26, wobei das Gen das VRI-Gen ist und 
25 mindestens ein DNA-Enzym nach Anspruch 13 oder 14 in die Zelle ein- 

gebracht wird. 

23. Verfahren zur Herunterregulation der Expression des. VR1 -Gens, unfas- 
send das Einbringen mindestens einer siRNA nach einem der Ansprii- 

30 che 1 6 bis 1 7 in eine das VR1 -Gen exprimierende Zelle. 
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24. Arzneimittel. enthaltend mindestens ein DNA-Enzym nach einem der 
Anspriiche 1 bis 14 und/oder eine siRNA nach einem der Anspruche 15 
bis 17 und/oder eine Wirtszelle nacli einem der AnsprQche 18 bis 20, 
gegebenenfalls in Verbindung mit einem oder meiireren pharmazeu- 
tisch vertaglichen Tragem und/oder Veiiikeln. 



25. Arzneimittel nacli Ansprucii 24, enthaltend mindestens ein DNA-Enzym 
nach Anspruch 13 Oder 14 und/oder eine siRNA nach einem der An- 
spruche 1 5 bis 1 7 und/oder eine Wirtszelle nach einem der Anspruche 
10 18 bis 20. 



26. VenA^endung des DNA-Enzyms nach Anspruch 13 oder 14 oder der 
SiRNA nach einem der Anspruche 15 bis 17 oder der Wirtszelle nach 

. einem der Anspruche 18 bis 20 zur Prevention und/oder Behandlung 
15 von Schmerz, insbesondere chronischem Schmeiz, taktiler /MIodynie, 

thermisch ausgeidstem Schmerz und/oder Entzundungsschmerz. 

27. Venwendung des DNA-Enzyms nach Anspruch 13 oder 14 oder der 
SiRNA nach einem der AnsprQche 15 bis 17 oder der Wirtszelle nach 

20 einem der AnsprQche 18 bis 20 zur Pravention und/oder Behandlung 

von neurogenen Biasensymptomen, Haminkontinenz, VRI-assoziierten 
Sensibilitatsstdrungen, VRI-assoziierten Entzundungen und VRI- 
assoziierten Tumoren. 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 5 
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Fig 9 
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Fig. lOA 
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Fig. 10B 
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(57) Abstract: The invention relates to DNA enzymes of type 10-23, which are particularly stable as a result of modifications to 
particular nucleotides in the core sequence and furthermore have an essentially similar or improved cleaving efficiency for the sub- 
strate thereof, relative to the unmodified DNA enzyme. The invention further relates to host cells, containing said DNA enzymes. A 
medicament is also prepared which contains said DNA enzymes or said host cells. The DNA enzyme and further inventions are par- 
ticularly tai;geted at the vanilloid receptor 1 (VRl) or picoma viruses. Small interference RNA molecules (siRNA) are also disclosed, 
targeted at VRl and the host cells containing the siRNA. The siRNA and corresponding host cells are suitable as medicaments or for 
the production of medicaments, in particular for the treatment of pain and other disease states associated with VRl. 
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(57) Zusanmieiifassung: Die vorliegende Erfindung betrifft DNA-Enzyme vom Typ 10-23, die durch Modifizierung bestimmter 
Nukleotide in der Kemsequenz besonders stabil sind und daruber hinaus im wesentlichen die gleiche oder eine hdhere Spalteffi- 
zienz gegeniiber ihrem Substrat aufweisen, wie die entsprechenden nicht-modifizierten DNA-Enz3rme. Weitere Gegenstande der 
vorliegenden Anmeldung betrefifen Wirtszellen, welche die erfindungsgemaBen DNA-Enzyme enthaJten. DarUber hinaus wird ein 
Arzneimittel bereitgestellt, welches die erfindungsgemaBen DNA-Enzyme bzw. Wirtszellen enthalten. Die DNA-Enzyme und wei- 
teren GegenstSnde sind insbesondere gegen den VanlHoid-Rezeptor 1 (VRl) bzw. Picomaviren gerichtet. Weitere GegenstMnde der 
vorliegenden Erfindung sind kleine Interferenz-RNA-Molekiile (siRNA), die gegen VRl gerichtet sind, und die siRNA enthaltende 
Wirtszellen. Die siRNA und entsprechende Wirtszellen eignen sich als Arzneimittel bzw. zur Herstellung von Arzneimitteln, insbe- 
sondere zur Behandlung von Schmerzen und anderen mit VRl zusammenhangenden krankhaften Zustanden. 
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